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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ
1.1. Δομή, λειτουργία και βιογένεση του μεταφορικού RNA
1.1.1. Η μετάφραση και ο γενετικός κώδικας
Μετάφραση είναι η διαδικασία κατά την οποία το ριβόσωμα κατευθύνει τη 
σύνθεση μιας πρωτεΐνης, χρησιμοποιώντας την πληροφορία που βρίσκεται 
κωδικοποιημένη στο αγγελιαφόρο RNA (mRNA), σύμφωνα με το κεντρικό δόγμα 
της μοριακής βιολογίας (Εικ. 1, Crick 1970). Για τη χρησιμοποίηση της πληροφορίας 
που βρίσκεται κωδικοποιημένη στο γενετικό υλικό (DNA, mRNA), υπάρχει η ανάγκη 
κάποιου είδους κώδικα. Ο κώδικας αυτός είναι ο γενετικός κώδικας. Σύμφωνα με το 
γενετικό κώδικα, κάθε τριπλέτα νουκλεοτιδίων του αγγελιαφόρου RNA (κωδικόνιο), 
κωδικοποιεί ένα από τα είκοσι αμινοξέα που υπάρχουν στις πρωτεΐνες.
Εικόνα. 1: Η εκδοχή του κεντρικού δόγματος της μοριακής βιολογίας κατά το 1970, όπως διατυπώθηκε 
από τον Francis Crick. Τα βέλη αναπαριστούν τη μεταφορά της πληροφορίας. Τα βέλη με συνεχή γραμμή 
αναπαριστούν την κανονική οδό μεταφοράς της πληροφορίας, ενώ τα βέλη με διακεκομμένες γραμμές 
αναπαριστούν τη μεταφορά της πληροφορίας κάτω από ειδικές περιπτώσεις (Crick 1970).
Για να ισχύουν όλα τα παραπάνω, είναι απαραίτητη η ύπαρξη ενός τύπου 
μορίου που θα μπορεί να αναγνωρίζει την πληροφορία που βρίσκεται 
κωδικοποιημένη στα νουκλεοτίδια του αγγελιαφόρου RNA (νουκλεϊκό οξύ) και να τη 
μεταφράζει σε αμινοξέα (πρωτεΐνη). Το μόριο αυτό είναι το μεταφορικό tRNA, 
αποτελεί τη "γέφυρα" ανάμεσα στους κόσμους των νουκλεϊκών οξέων και των 
πρωτεϊνών, και η ύπαρξή του είχε προβλεφθεί και πάλι από τον Crick το 1958, όταν 
και διατύπωσε την "υπόθεση του προσαρμοστή" (Crick 1958). Σύμφωνα με την 
υπόθεση αυτή, κάθε αμινοξύ μεταφέρεται στο ριβόσωμα, για να χρησιμοποιηθεί στην 
πρωτεϊνοσύνθεση, από το μόριο-προσαρμοστή. Επίσης, για κάθε αμινοξύ θα πρέπει
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να υπάρχει ένα ένζυμο υπεύθυνο για την αναγνώριση και σύζευξη του με το 
κατάλληλο tRNA. Τα ένζυμα αυτά υπάρχουν και ονομάζονται συνθετάσες του 
αμινοάκυλο-tRNA (και στο εξής στην παρούσα διατριβή θα ονομάζονται πιο απλά 
συνθετάσες).
Μία αλληλουχία τριών νουκλεοτιδίων της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας του 
DNA ή του mRNA ονομάζεται κωδικόνιο, και παρέχει την οδηγία ενσωμάτωσης ενός 
συγκεκριμένου αμινοξικού καταλοίπου σε μία επιμηκυνόμενη πολυπεπτιδική 
αλυσίδα. Θεωρητικά υπάρχουν 43=64 συνδυασμοί των τεσσάρων βάσεων του mRNA 
όταν συνδυάζονται ανά τρεις (κωδικόνια). Από τα 64 κωδικόνια έχει βρεθεί ότι τα 61 
κωδικοποιούν την ενσωμάτωση των 20 διαφορετικών αμινοξέων στις πρωτεΐνες, ενώ 
τα υπόλοιπα 3 αποτελούν κωδικόνια τερματισμού της μετάφρασης. Έτσι, ανάμεσα 
στα 61 κωδικόνια του mRNA υπάρχουν αρκετά συνώνυμα, δηλαδή κωδικόνια που 
κωδικοποιούν την ενσωμάτωση του ιδίου αμινοξέος. Αυτό σημαίνει ότι ο γενετικός 
κώδικας είναι εκφυλισμένος. Με βάση τα παραπάνω, θα ήταν αναμενόμενο να 
υπάρχει και αντίστοιχος αριθμός αντικωδικονίων στα μόρια tRNA κάθε οργανισμού. 
Εντούτοις, εξαιτίας της μειωμένης εξειδίκευσης της τρίτης βάσης, ή αλλιώς, του 
εκφυλισμού της τρίτης βάσης του κωδικονίου, μικρότερος αριθμός αντικωδικονίων 
μπορούν να αναγνωρίσουν το σύνολο των 61 κωδικονίων. Η υπόθεση της 
ταλάντευσης συνοψίζει το σύνολο των κανόνων που ορίζουν την αναγνώριση ενός 
κωδικονίου από το αντίστοιχο αντικωδικόνιο. Σύμφωνα με αυτή, ενώ η αναγνώριση 
των δύο πρώτων βάσεων του κωδικονίου γίνεται σύμφωνα με τον κανόνα της 
συμπληρωματικότητας, στην τρίτη θέση μπορεί να συμβεί μη συμβατικό ζευγάρωμα 
(ταλάντευση) των βάσεων. Η ταλάντευση συμβαίνει επειδή η διαμόρφωση του 
βρόχου του αντικωδικονίου του tRNA προσδίδει ευελιξία στην πρώτη βάση του 
αντικωδικονίου. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, να σχηματίζεται ανάμεσα στην τρίτη 
βάση του κωδικονίου και την πρώτη βάση του αντικωδικονίου, το μη κανονικό 
ζεύγος G*U, εκτός από τα συνηθισμένα ζεύγη βάσεων. Επομένως, η υπόθεση της 
ταλάντευσης ισχύει μόνο στην περίπτωση που η πρώτη βάση του αντικωδικονίου 
είναι γουανίνη ή ουρακίλη. Ωστόσο, η τροποποίηση των βάσεων του αντικωδικονίου 
στο μόριο του tRNA (βλέπε παρακάτω), επιτρέπει ζευγάρωμα βάσεων κατά τρόπο 
πέρα από τις προβλέψεις του συμβατικού ζευγαρώματος κατά Watson και Crick, 
καθώς και της ταλάντευσης που αφορά τις κανονικές βάσεις A, C, U και G. Έτσι, η 
ινοσίνη μπορεί να ζευγαρώσει με οποιαδήποτε από τις τρεις βάσεις U, C και Α. Μια 
άλλη περίπτωση στην οποία επιτρέπονται πολλαπλά ζευγαρώματα, αν και ορισμένα
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είναι προτιμότερα από κάποια άλλα, παρατηρείται στην κουεοσίνη και τα παράγωγα 
αυτής. Αυτές οι τροποποιημένες βάσεις G εξακολουθούν να αναγνωρίζουν τις C και 
U αλλά ζευγαρώνουν ευκολότερα με τη U. Επίσης, η παρουσία της 2-θειοουριδίνης 
στο αντικωδικόνιο περιορίζει τις δυνατότητες ζευγαρώματος, αφού ενώ επιτρέπει το 
ζευγάρωμα με Α, εμποδίζει τη δημιουργία ζεύγους ταλάντευσης με την G. Τέλος, ο 
γενετικός κώδικας είναι οικουμενικός, καθώς ισχύει για όλους τους οργανισμούς στη 
φύση, με ελάχιστες ήσσονος σημασίας εξαιρέσεις.
Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω, γίνεται αντιληπτό ότι η πιστότητα της 
πρωτεϊνοσύνθεσης οφείλεται σε συνδυασμό δύο γεγονότων: αρχικά στην αναγνώριση 
και σύνδεση του κατάλληλου αμινοξέος σε κάθε μόριο tRNA από την αντίστοιχη 
συνθετάση, και στη συνέχεια στην αναγνώριση του κωδικονίου από το αντικωδικόνιο 
του tRNA.
1.1.2. Δομή του tRNA
Πρωτοταγής δομή του μεταφορικού RNA: Τα μεταφορικά RNA είναι μικρά μόρια 
ριβονουκλεϊκού οξέος μήκους 74-95 βάσεων, και μπορούν να συνδεθούν 
ομοιοπολικά σε ένα μοναδικό αμινοξύ. Κάθε tRNA περιέχει μια αλληλουχία τριών 
βάσεων, το αντικωδικόνιο, η οποία είναι συμπληρωματική με το κωδικόνιο που 
κωδικοποιεί το αμινοξύ του. Το 1965 χαρακτηρίστηκε για πρώτη φορά η πρωτοταγής 
αλληλουχία ενός μεταφορικού RNA (της αλανίνης), από το R. Holley, εργασία για 
την οποία τιμήθηκε με το βραβείο Nobel (1968). Τα μεταφορικά RNA εμφανίζουν 
κάποια κοινά χαρακτηριστικά στην πρωτοταγή τους δομή, όπως η παρουσία της 
αλληλουχίας CCA στο 3' άκρο τους. Εντυπωσιακή είναι επίσης και η περιεκτικότητα 
τους σε ασυνήθιστες βάσεις. Οι βάσεις αυτές προέρχονται από τροποποιήσεις και των 
τεσσάρων βάσεων της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας του tRNA. Πιο συγκεκριμένα, 
τροποποιήσεις της ουριδίνης οδηγούν στο σχηματισμό ριβοθυμιδίνης, 
διυδροουριδίνης, ψευδοουριδίνης και 4-θειοουριδίνης. Μεθυλίωση της κυτιδίνης 
παράγει 3-μεθυλοκυτιδίνη και 5-μεθυλοκυτιδίνη. Τροποποιήσεις της αδενοσίνης 
δίνουν ινοσίνη, Ν6 μεθυλοαδενοσίνη (m6A) και Ν6 ισοπεντενυλοαδενοσίνη. Τέλος, οι 
τροποποιήσεις της γουανοσίνης οδηγούν στο σχηματισμό 7-μεθυλογουανοσίνης, 
κουεοσίνης (Q) και ουαϊοσίνης (Υ).
Δευτεροταγής δομή του μεταφορικού RNA: Όλα τα tRNA έχουν κοινή 
δευτεροταγή δομή που μπορεί να απεικονιστεί σχηματικά με τη μορφή τριφυλλιού 
(Εικ. 2). Η δομή αυτή είναι αποτέλεσμα της δημιουργίας δεσμών υδρογόνου ανάμεσα
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σε συμπληρωματικές βάσεις της αλληλουχίας του tRNA. Με τον τρόπο αυτό 
δημιουργούνται δίκλωνα στελέχη, και στην άκρη τους μονόκλωνοι βρόγχοι. Οι 
παραπάνω δομές στελέχους-βρόχου ονομάζονται βραχίονες του tRNA, και είναι οι 
εξής: ο βραχίονας δέκτης, στο άκρο του οποίου συνδέεται ομοιοπολικά το αμινοξύ, ο 
βραχίονας ΤΨΟ, που πήρε το όνομά του από την παρουσία της συντηρημένης 
τριπλέτας ΤΨΟ (όπου ψ η τροποποιημένη βάση ψευδοουριδίνη), ο βραχίονας του 
αντικωδικονίου, που περιέχει την τριπλέτα του αντικωδικονίου, ο βραχίονας D, 
εξαιτίας της τροποποιημένης βάσης διυδροουριδίνης, και ο επιπλέον βραχίονας, με 
μήκος που ποικίλει μεταξύ 3-21 βάσεων.
Εικόνα 2: Η κοινή δευτεροταγής δομή των μορίων tRNA (σχήμα τριφυΏαού).
Τριτοταγής δομή του μεταφορικού RNA: Αποτέλεσμα της κοινής δευτεροταγούς 
δομής των μεταφορικών tRNA είναι η αναδίπλωση τους σε επίσης κοινή τριτοταγή 
δομή (Εικ. 3). Έτσι, κάθε μόριο tRNA αναδιπλώνεται σε μια συμπαγή τριτοταγή 
δομή σχήματος L, στην οποία το 3' άκρο, που συνδέεται με το αμινοξύ, βρίσκεται στο 
αντίθετο άκρο από το αντικωδικόνιο, που συνδέεται στο mRNA. Η συγκεκριμένη 
τριτοταγής δομή οφείλεται στη δημιουργία δεσμών υδρογόνου ανάμεσα σε βάσεις 
που ανήκουν στους βραχίονες D και ΤΨΟ και δεν είναι ζευγαρωμένες στη 
δευτεροταγή δομή.
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Εικόνα 3: Η κοινή τριτοταγής δομή των μορίων tRNA (σχήμα L).
1.1.3. Βιογένεση του tRNA
Ο κύκλος της ζωής ενός μορίου tRNA στους ευκαρυώτες ξεκινάει με τη 
μεταγραφή του γονιδίου του από την RNA-πολυμεράση III. Το αποτέλεσμα είναι η 
δημιουργία ενός πρόδρομου μορίου, που περιλαμβάνει πρόσθετες νουκλεοτιδικές 
αλληλουχίες στο 5' και 3' άκρο του, ενώ ορισμένα πρόδρομα μόρια tRNA 
περιλαμβάνουν και ιντρόνια. Η ωρίμανση αυτού του πρόδρομου μορίου tRNA 
περιλαμβάνει τις εξής διεργασίες:
1. Αφαίρεση της 5' οδηγού αλληλουχίας.
2. Αφαίρεση της αλληλουχίας του 3' άκρου.
3. Προσθήκη της αλληλουχίας CCA στο 3' άκρο των ευκαρυωτών, πολλών 
ευβακτηρίων και κάποιων αρχαίων.
4. Μάτισμα για αφαίρεση των ιντρονίων, σχεδόν σε όλους τους ευκαρυώτες και σε 
κάποια αρχαία.
5. Εκτεταμένες τροποποιήσεις βάσεων.
Στη συνέχεια, τα ώριμα πλέον μόρια tRNA των ευκαρυωτών, εξέρχονται από 
τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα, αμινοακυλιώνονται από τις συνθετάσες του 
αμινοάκυλο-tRNA, και μεταφέρονται σε σύνδεση με τον παράγοντα επιμήκυνσης 
(EF-1 α) στο ριβόσωμα για να χρησιμοποιηθούν στην πρωτεϊνοσύνθεση.
Κλασικό μονοπάτι ωρίμανσης του μεταφορικού RNA: Το κλασικό μονοπάτι 
ωρίμανσης των πρόδρομων μορίων tRNA στον S. cerevisiae, παρουσιάζεται
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συνοπτικά στην Εικ. 4. Η μεταγραφή των περίπου 275 γονιδίων που κωδικοποιούν 
μόρια tRNA και βρίσκονται διεσπαρμένα στο γονιδίωμα, πραγματοποιείται στον 
πυρηνίσκο (Εικ. 5) (Thompson et al., 2003; Haeusler and Engelke 2004).
Εικόνα 4: To κλασικό μονοπάτι ωρίμανσης του μεταφορικού RNA στο ζυμομύκητα (Προσαρμογή από 
Wolin and Matera 1999) .
Ακολουθεί η ωρίμανση του 5’ άκρου του tRNA, με τη δράση της 
ριβονουκλεοπρωτεΐνης Ι2Νάση Ρ, επίσης στον πυρηνίσκο του σακχαρομύκητα 
(Bertrand et al., 1998), αλλά πιθανότατα στο πυρηνόπλασμα των ανώτερων 
ευκαρυωτών (Xiao et al., 2002). Η ΚΝάση Ρ αναγνωρίζει ως υπόστρωμα τους 
βραχίονες ΤΨΟ και δέκτη ενός μορίου tRNA (McClain et al., 1987). Υπεύθυνη για 
την καταλυτική δράση του ενζύμου είναι η RNA υπομονάδα, με τις πρωτεΐνικές 
υπομονάδες να συντελλούν στην ωρίμανση και σταθεροποίηση της καταλυτικής
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υπομονάδας, καθώς και στη ρύθμιση της υποκυτταρικής κατανομής του ενζύμου 
(Jarrous et al., 1999; True and Celander 1998).
Εικόνα 5: Υποθετική αναπαράσταση της πυρηνικής οργάνωσης 2 χρωμοσωμάτων από τα 16 που 
υπάρχουν στο ζυμομύκητα. Η παρουσία τόσο των κεντρομερών όσο και των τελομερών στην πυρηνική 
περιφέρεια είναι κα/.ά τεκμηριωμένη, ενώ γίνεται και αναπαράσταση των γονιδίων tRNA στον πυρηνίσκο 
(Προσαρμογή από Haeusler and Engelke 2004).
Στο επόμενο στάδιο πραγματοποιείται η ωρίμανση του 3’ άκρου του tRNA, 
για την οποία συνεργάζονται διάφορες ενδονουκλεάσες και εξωνουκλεάσες του 
κυττάρου. Στους προκαρυώτες απομακρύνονται, αρχικά μεγάλα τμήματα από το 3' 
άκρο της αλληλουχίας του πρόδρομου tRNA με τη δράση διαφόρων ενδονουκλεασών 
(Li and Deutscher 2002; Ow and Kushner 2002), και στη συνέχεια τα τελευταία 
νουκλεοτίδια με τη δράση κάποιας εξωνουκλεάσης (Li and Deutscher 1996). Στον S. 
cerevisiae και στους ανώτερους ευκαρυώτες, το βασικό μονοπάτι στοιχειοθετείται 
από την ενδονουκλεολυτική διάσπαση του πρόδρομου tRNA στην διακριτική βάση 
(Papadimitriou and Gross, 1996; Nashimoto 1997; Mayer et al., 2000) με τη δράση 
της ΚΝάσης Ζ, ενώ εναλλακτικά μπορεί να πραγματοποιηθεί και εξωνουκλεολυτική 
αφαίρεση της αλληλουχίας του 3’ άκρου (Solari and Deutscher, 1983; Papadimitriou 
and Gross, 1996). Στον S. cerevisiae έχει βρεθεί ότι απαραίτητη προϋπόθεση για την 
ενδονουκλεολυτική ωρίμανση του 3’ άκρου του tRNA είναι η δράση της 
φωσφοπρωτεΐνης του πυρήνα La, ενώ σε απουσία της το 3' άκρο ακολουθεί το
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μονοπάτι της εξωνουκλεολυτικής ωρίμανσης (Yoo and Wolin 1997). Η ΙΙΝάση Ζ 
αναγνωρίζει ως υπόστρωμα τη συνολική δομή του tRNA, και ιδιαίτερα τους 
βραχίονες TTC και δέκτη (Levinger et al., 1998; Nashimoto et al., 1998, 1999; 
Schiffer et al., 2001; Schierling et al., 2002).
Για την ολοκλήρωση της ωρίμανσης του 3’ άκρου του tRNA, ακολουθεί η 
προσθήκη της αλληλουχίας CCA, η οποία δεν κωδικοποιείται από το γονίδιο του 
εκάστοτε tRNA (σε όλα σχεδόν τα tRNA των ευκαρυωτών, καθώς και στα 
περισσότερα tRNA των προκαρυωτών και των αρχαίων, Aebi et al., 1990). Το ένζυμο 
προσθήκης της αλληλουχίας CCA είναι μια ιδιαίτερη RNA-πολυμεράση, η οποία δρα 
χωρίς την ανάγκη αλυσίδας-εκμαγείου, και αναγνωρίζει το βραχίονα-δέκτη και το 
βραχίονα ΤΨΟ ενός μορίου tRNA (Xiong and Steitz 2006; Tomita et al., 2004). H 
επιλογή των κατάλληλων νουκλεοτιδίων γίνεται μετά από σχηματισμό δεσμών 
υδρογόνου με το ενεργό κέντρο του ενζύμου (Xiong and Steitz 2004). Τέλος, η 
μεταβολή του μεγέθους και του σχήματος του ενεργού κέντρου κατά τη διαδοχική 
προσθήκη των τριών νουκλεοτιδίων επιτρέπει την επιλογή του κατάλληλου 
τριφωσφορικού νουκλεοτιδίου (CTP και στη συνέχεια ΑΤΡ), καθώς και τον 
τερματισμό της σύνθεσης της αλληλουχίας CCA (Xiong and Steitz 2004).
Επόμενο βήμα είναι η αφαίρεση των ιντρονίων, με την αλληλουχία των 
γεγονότων του ματίσματος στον S. cerevisiae να είναι η εξής: Αρχικά το 5’ και 3’ 
άκρο του ιντρονίου διασπώνται από δύο υπομονάδες της ενδονουκλεάσης του 
ματίσματος (Sen2p και Sen34p αντίστοιχα, Trotta et al 1997), στη συνέχεια η λιγάση 
(Trllp) ενώνει τα δύο εξόνια αφήνοντας ένα 2' φωσφορικό κατάλοιπο στο 5’ 
νουκλεοτίδιο στο σημείο της σύζευξης (Phizicky et al., 1992), και στο τέλος το 
κατάλοιπο αυτό απομακρύνεται με τη δράση μιας φωσφοτρανσφεράσης (Tptlp; 
Culver et al., 1993; Spinelli et al., 1997). To μάτισμα των ιντρονίων στους ανώτερους 
ευκαρυώτες λαμβάνει χώρα στο εσωτερικό του πυρήνα (De Robertis et al., 1981; 
Lund and Dahlberg 1998; Paushkin et al., 2004), και προηγείται της ωρίμανσης των 
3' και 5’ άκρων του tRNA. Αντίθετα, στον S. cerevisiae έχει προταθεί ότι το μάτισμα 
πραγματοποιείται μετά την ωρίμανση των άκρων και ίσως και μετά την έξοδο των 
tRNA στο κυτταρόπλασμα (Huh et al., 2003; Yoshihisa et al., 2003; Shaheen and 
Hopper 2005). Πιο συγκεκριμένα, υπάρχουν ενδείξεις ότι κάποιες υπομονάδες της 
ενδονουκλεάσης ματίσματος του tRNA (Sen2p, Sen54p) εντοπίζονται στην 
κυτταροπλασματική επιφάνεια της εξωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων
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(Yoshihisa et al., 2003), ενώ και για τα άλλα δύο ένζυμα έχει προταθεί ότι 
εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα (Huh et al., 2003).
Επιπλέον, για την ωρίμανση των μορίων tRNA πραγματοποιούνται 
τροποποιήσεις διαφόρων νουκλεοτιδίων της αλληλουχίας τους. Περισσότερες από 80 
τροποποιήσεις βάσεων του tRNA έχουν περιγράφει σε διάφορους οργανισμούς 
(Bjork 1995; Sprinzl et al., 1998). Ο βιολογικός ρόλος των περισσότερων από τις 
τροποποιήσεις του tRNA παραμένει άγνωστος. Υπάρχουν τροποποιήσεις των βάσεων 
του αντικωδικονίου που καθορίζουν την αναγνώριση ενός κωδικονίου από το 
αντικωδικόνιο του ομότυπου tRNA, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Επίσης, ορισμένες 
τροποποιήσεις της περιοχής αντικωδικονίου θεωρούνται υπεύθυνες για τη διατήρηση 
του αναγνωστικού πλαισίου (Urbonavicius et al., 2001). Κάποιες άλλες 
τροποποιήσεις διευκολύνουν την αναγνώριση συγκεκριμένων μορίων tRNA από τις 
ομότυπες συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA, ενώ άλλες εμποδίζουν την αναγνώριση 
των tRNA από μη ομότυπες συνθετάσες. Τέλος, ένας άλλος ρόλος των 
τροποποιήσεων των tRNA άρχισε πρόσφατα να αποκαλύπτεται με λεπτομέρειες. 
Είναι γνωστό ότι τα μόρια tRNA πρέπει να προσλαμβάνουν παρόμοια στερεοχημική 
δομή έτσι ώστε να μπορούν να χρησιμοποιούνται από τη μεταφραστική συσκευή 
(ριβόσωμα), αλλά και να αναγνωρίζονται από τα ίδια μόρια για την ωρίμανσή τους 
(π.χ. RN0op Ρ, ΚΝάση Ζ, κτλ). Επιπρόσθετα, κάθε μόριο tRNA οφείλει να έχει τη 
δική του χαρακτηριστική αλληλουχία, έτσι ώστε να αναγνωρίζεται από την ομότυπη 
συνθετάση. Ανάμεσα στα εκατοντάδες μόρια tRNA με διαφορετική αλληλουχία και 
παράλληλα τις ίδιες ακριβώς ανάγκες για στερεοχημική διαμόρφωση στο χώρο, είναι 
λογικό να υπάρχουν κάποια τα οποία δεν αναδιπλώνονται τόσο αποτελεσματικά με 
βάση την πρωτοταγή τους δομή, έτσι ώστε να αποκτήσουν μια σταθερή δομή 
(Alexandrov et al., 2006). Ένας πιθανός ρόλος των τροποποιήσεων λοιπόν, φαίνεται 
να είναι η διευκόλυνση της αναδίπλωσης των tRNA στη συγκεκριμένου σχήματος 
σταθερή στερεοδομή (Engelke and Hopper 2006).
Τέλος, αν υποθέσουμε ότι πραγματικά ώριμο tRNA είναι αυτό που μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί στην πρωτεϊνοσύνθεση, τότε ως τελευταίο στάδιο της βιογένεσης του 
tRNA μπορεί να θεωρηθεί η αμινοακυλίωση του με το ομότυπο αμινοξύ. Η 
αντίδραση αμινοακυλίωσης μπορεί να πραγματοποιηθεί τόσο στο κυτταρόπλασμα 
όσο και στο εσωτερικό του πυρήνα, όπως περιγράφεται πιο αναλυτικά στη συνέχεια.
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1.2. Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA
1.2.1. Δομή και ταξινόμηση
Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA είναι μια ομάδα ενζύμων, που 
συνδέουν κάθε μόριο tRNA με το αντίστοιχο αμινοξύ. Υπάρχουν 20 διαφορετικές 
συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA σε κάθε κύτταρο, και καθεμία από αυτές 
αναγνωρίζει και αμινοακυλιώνει όλα τα μόρια tRNA που αντιστοιχούν σε ένα 
συγκεκριμένο αμινοξύ (ισοαποδεκτικά μόρια tRNA). Παρά την κοινή λειτουργία 
τους, οι συνθετάσες συνιστούν μια ποικιλόμορφη ομάδα πρωτεϊνών, με τις ομολογίες 
μεταξύ τους να είναι περιορισμένες. Οι ξεχωριστές υπομονάδες τους ποικίλλουν από 
40-110 kDa και τα ένζυμα μπορεί να είναι μονομερή, διμερή ή τετραμερή.
Πίνακας I: Ταξινόμηση των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA (Francklyn et al„ 2002)
Τάξη I Τάξη 11
Υπο-τάξη Ια Υπο-τάξη Ια
CysRS SerRS
ArgRS ProRS
LeuRS HisRS
ValRS ThrRS
MetRS AlaRS
UeRS GlyRS-I
GlyRS-II
Υπο-τάξη 1β Υπο-τάξη 1β
ClnRS LysRS-II
GluRS LysRS-III
LysRS-I AsnRS
AspRS
Υπο-τάξη 1γ Υπο-τάξη 1γ
TrpRS PhcRS
TyrRS
Οι βασικές δομικές επικράτειες που περιλαμβάνονται σε όλες τις συνθετάσες 
είναι: η επικράτεια που περιλαμβάνει το ενεργό κέντρο του ενζύμου, με τις θέσεις 
πρόσδεσης του ΑΤΡ και του αμινοξέος (ϊ), οι επικράτειες που δεσμεύουν το βραχίονα
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δέκτη (ϋ) και το βραχίονα του αντικωδικονίου του tRNA (iii), καθώς και, σε 
ορισμένες μόνο συνθετάσες, μια επικράτεια ολιγομερισμού (ΐν). Υπάρχει μάλιστα μια 
θεωρία σύμφωνα με την οποία οι σύγχρονες συνθετάσες του αμινοακυλο-tRNA 
προέκυψαν από την συνένωση πρόδρομων μορφών των παραπάνω δομικών 
επικρατειών, που υπήρχαν ως ανεξάρτητες πρωτεΐνες, ακολουθώντας την εξέλιξη του 
μορίου του tRNA (Εικ. 6).
Εικόνα 6: Σχηματική αναπαράσταση της εξέλιξης των σύγχρονων συνθετασών του αμινοακυλο-tRNA. 
Σύμφωνα με μια θεωρία, το μόριο του tRNA αρχικά αποτελούνταν μόνο από το βραχίονα δέκτη (πράσινη 
έλικα). Αντίστοιχα, η επικράτεια των συνθετασών που περιλαμβάνει το ενεργό κέντρο (γκρι σφαίρα) είναι 
πιθανότατα η αρχαιότερη επικράτεια των συνθετασών, και εικάζεται ότι απέκτησε την ικανότητα να 
αλληλεπιδρά με αυτή την αρχαία δομή του tRNA μετά την προσθήκη του πρόδρομου της επικράτειας 
πρόσδεσης του βραχίονα δέκτη (μπλε σφαίρες). Στη συνέχεια, η προσθήκη του βραχίονα του 
αντικωδικονίου (κόκκινη έλικα) στο μόριο του tRNA οδήγησε στην προσάρτηση του πρόδρομου της 
επικράτειας πρόσδεσης του βραχίονα του αντικωδικονίου (κόκκινη σφαίρα) από τις συνθετάσες Έτσι 
δήμιουργήθηκαν οι καταλυτικές επικράτειες των συνθετασών στην απλούστερη μορφή τους, δηλαδή έτσι 
όπως σήμερα υπάρχουν στους περισσότερους προκαρυώτες. (Προσαρμογή από Schimmel and Ribas de 
Pouplana 2000).
Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA χωρίζονται σε δύο δομικά ευδιάκριτες 
και εξελικτικά συντηρημένες ομάδες των 10 ενζύμων, με βάση κάποια κοινά μοτίβα 
αλληλουχίας της δομικής επικράτειας που φέρει το ενεργό κέντρο του ενζύμου 
(Eriani et al., 1990; Cusack et al., 1991; Burbaum and Schimmel 1991; Πίν. I). H 
επικράτεια που αναγνωρίζει το βραχίονα δέκτη του tRNA είναι συντηρημένη
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ανάμεσα στις συνθετάσες της ίδιας τάξης, και εντοπίζεται κοντά ή μέσα στην 
επικράτεια του ενεργού κέντρου. Αντίθετα, η επικράτεια αλληλεπίδρασης με το 
βραχίονα του αντικωδικονίου του tRNA παρουσιάζει μεγάλη απόκλιση ανάμεσα στις 
διάφορες συνθετάσες, εντοπίζεται χωριστά από την επικράτεια του ενεργού κέντρου 
και δεν έχει χαρακτηριστεί λεπτομερώς σε πολλές συνθετάσες.
Συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA τάξης I: Οι συνθετάσες της τάξης I 
έχουν μια Ν-τελική καταλυτική επικράτεια, η οποία χαρακτηρίζεται από την 
παρουσία δύο βραχειών και μερικώς συντηρημένων αλληλουχιών. Οι αλληλουχίες 
αυτές ονομάζονται "αλληλουχίες υπογραφής" (signature sequences), είναι τα μοτίβα 
"HIGH" και "KMSKS", και πήραν το όνομα τους από τα αμινοξικά κατάλοιπα που τα 
αποτελούν. Η αλληλουχία υπογραφής αποτελεί τμήμα της θέσης πρόσδεσης του ΑΤΡ.
Επίσης, η επικράτεια του ενεργού κέντρου σχηματίζει ένα μοτίβο, που 
ονομάζεται πτυχή δέσμευσης νουκλεοτιδίου (nucleotide-binding fold) τύπου 
Rossman. Η πτυχή αυτή αποτελείται από εναλλασσόμενες παράλληλες β-πτυχωτές 
επιφάνειες και α-έλικες. Η επικράτεια των συνθετασών της τάξης I που προσδένει το 
βραχίονα δέκτη του tRNA βρίσκεται ενσωματωμένη στην πτυχή δέσμευσης 
νουκλεοτιδίου (nucleotide-binding fold) τύπου Rossman. Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα αποτελεί η GlnRS, της οποίας η συγκεκριμένη επικράτεια αποτελείται 
από τρία ευδιάκριτα δομικά στοιχεία. Πρόκειται για δύο βρόχους, που διασπούν τα 
δύο πρώτα ζεύγη βάσεων του βραχίονα δέκτη του tRNA, διευκολύνουν την 
αλληλεπίδραση με το ομότυπο tRNA και αποκλείουν την αλληλεπίδραση με μη 
ομότυπα μόρια tRNA (Weygand-Durasevic et al., 1993; Sherman and Soil 1996), 
καθώς και μια έλικα, που αλληλεπιδρά με το τρίτο ζεύγος βάσεων και προσδίδει 
εξειδίκευση στη συγκεκριμένη αλληλεπίδραση tRNA και συνθετάσης (Ibba et al., 
1996). Αντίθετα, οι συνθετάσες MetRS (Fourmy et al., 1995) και GluRS (Liu et al., 
1995) χρησιμοποιούν για την αναγνώριση του βραχίονα δέκτη μια δομική επικράτεια 
με μοτίβο δακτύλου ψευδαργύρου. Ανάλογη δομική επικράτεια με μοτίβο δακτύλου 
ψευδαργύρου υπάρχει και στην IleRS, αλλά εντοπίζεται εκτός του ενεργού κέντρου, 
στο C-τελικό άκρο της συνθετάσης (Glasfeld and Schimmel 1997).
Γενικά, οι συνθετάσες τάξης I προσδένονται πλευρικά στο μόριο σχήματος L 
του tRNA, από την πλευρά της μικρής αύλακας, με τον επιπλέον βραχίονα του tRNA 
να βρίσκεται εκτεθειμένος προς την πλευρά του διαλύτη (Εικ. 7). Το αποτέλεσμα
25
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
αυτής της δομικής λεπτομέρειας είναι ότι οι συνθετάσες της τάξης I προσδένουν το 
ομότυπο αμινοξύ στη 2' υδροξυλομάδα της αδενοσίνης του 3' άκρου του tRNA.
AspfiS
(class Hi
ιηναΑχρ ArgRS
(class I)
CCA end 
/
Εικόνα. 7: Αναγνώριση ενός μορίου tRNA από τις συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA. Η AspRS είναι ένα 
ένζυμο της τάξης II, ενώ η ArgRS ανήκει στην τάξη I. Στην εικόνα αναπαρίστανται τα περιγράμματα της 
τρισδιάστατης δομής των δύο συνθετασών. Το μόριο tRNA που υπάρχει ανάμεσά τους είναι μια ελαφρώς 
τροποποιημένη εκδοχή του lRNAAsp. Περιοχές του μορίου στις δύο αντίθετες πλευρές του τροποποιημένου 
tRNAAsp έρχονται σε επαφή με τα δύο ένζυμα: οι μπλε σφαίρες απεικονίζουν τα νουκλεοτίδια που 
έρχονται σε επαφή με την τάξης II AspRS. Αντίθετα, τα νουκλεοτίδια που έρχονται σε επαφή με την τάξης 
/ ArgRS απεικονίζονται ως κίτρινες σφαίρες. Επίσης, είναι φανερή η συμπληρωματικότητα ανάμεσα στις 
επιφάνειες του μορίου tRNA και των δύο συνθετασών. Η ικανότητα της ArgRS να αλληλεπιδρά με το 
συγκεκριμένο μόριο tRNA (ΐΚΝΑΛψ) χάνεται, όταν η γουανίνη 37 του tRNA μεθυλιώνεχαι, μια 
τροποποίηση που συμβαίνει εντός του κυττάρου. (Προσαρμογή από Μ. Sissler et αί, 1997, Nucl. Acids 
Res. 25:4899)
Συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA τάξης II: Οι συνθετάσες της τάξης II 
έχουν τρία ομόλογα μοτίβα αλληλουχίας στη δομική επικράτεια που σχηματίζει το 
ενεργό τους κέντρο, τα μοτίβα 1, 2 και 3. Το μοτίβο 1, αποτελείται από μια μακριά α- 
έλικα και μια β-πτυχωτή επιφάνεια και εξυπηρετεί το διμερισμό τους. Αντίστοιχα τα 
μοτίβα 2 και 3, αποτελούνται από αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες που 
ενώνονται από μακρύ βρόχο, και από μια β-πτυχωτή επιφάνεια μαζί με μια α-έλικα 
αντίστοιχα. Τα μοτίβα εντοπίζονται στην επικράτεια του ενεργού κέντρου και είναι 
υπεύθυνα για την πρόσδεση του ομότυπου αμινοξέος και του ΑΤΡ. Επίσης, για την 
πρόσδεση του βραχίονα του αντικωδικονίου, τα ένζυμα της υποτάξης II β AsnRS 
(Berthet-Colominas et al., 1998), AspRS (Ruff et al., 1991; Eiler et al., 1999) και
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LysRS (Commans et al., 1995; Cusack et al., 1996), καθώς και η υποτάξης ΙΙγ PheRS 
(Goldgur et al., 1997) χρησιμοποιούν ένα δομικό μοτίβο τύπου OB fold το οποίο 
εντοπίζεται στο Ν-τελικό τους άκρο.
Γενικά, τα ένζυμα της τάξης II προσδένονται επίσης πλευρικά στο μόριο του 
tRNA, από την πλευρά της μεγάλης αύλακας, με τον επιπλέον βραχίονα του tRNA να 
βρίσκεται απέναντι από την επιφάνεια του μορίου της συνθετάσης (Εικ. 7). Το 
αποτέλεσμα αυτής της διαμόρφωσης είναι ότι τα ένζυμα της τάξης II προσδένουν το 
ομότυπο αμινοξύ στην 3' υδροξυλομάδα της αδενοσίνης του 3' άκρου του tRNA.
1.2.2. Η αντίδραση της αμινοακυλίωσης
Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA είναι τα ένζυμα που καταλύουν την 
ομοιοπολική προσθήκη των αμινοξέων στα ομότυπα tRNA. Ο σχηματισμός ενός 
πεπτιδικού δεσμού ανάμεσα στην αμινομάδα ενός αμινοξέος και την καρβοξυλομάδα 
ενός άλλου είναι θερμοδυναμικά μη αυθόρμητος. Αυτό το εμπόδιο παρακάμπτεται 
ενεργοποιώντας την καρβοξυλομάδα των αμινοξέων. Έτσι, τα ενεργοποιημένα 
ενδιάμεσα μόρια στη σύνθεση των πρωτεϊνών είναι εστέρες αμινοξέων, στους 
οποίους η καρβοξυλομάδα ενός αμινοξέος είναι συνδεδεμένη είτε στην 2' είτε στην 3' 
υδροξυλομάδα της ριβόζης της αδενοσίνης του 3' άκρου ενός tRNA. Αυτό το 
ενεργοποιημένο ενδιάμεσο μόριο καλείται αμινοάκυλο-tRNA.
Η αντίδραση της αμινοακυλίωσης πραγματοποιείται σε δύο βήματα. Στο 
πρώτο βήμα, το δεσμευμένο στο ένζυμο αμινοξύ ενεργοποιείται προς αμινοάκυλο- 
αδενυλικό μετά από συμπύκνωση με ATP (1). Στο δεύτερο βήμα ακολουθεί η 
εστεροποίηση του αμινοξέος στο 3' άκρο του tRNA (2) (Εικ. 8).
ΑΑ + ATP + AARS -+ AARS/AA-AMP + PPi (1)
AARS/AA-AMΡ + tRNA -+ AARS + AA-tRNA + AMP (2)
Κατά το πρώτο στάδιο της αμινοακυλίωσης, το ΑΤΡ και το ομότυπο αμινοξύ 
προσδένονται στο ενεργό κέντρο του ενζύμου (Εικ. 8). Τα ένζυμα της τάξης I 
προσδένουν το ομότυπο αμινοξύ σε ένα χαλαρό θύλακα του ενεργού τους κέντρου, 
ενώ το ΑΤΡ προσδένεται και σταθεροποιείται με τη βοήθεια των μοτίβων HIGH και 
KMSKS. Το μοτίβο KMSKS αποτελεί μέρος ενός κινητού βρόχου που συμβάλλει 
στη σταθεροποίηση της μεταβατικής κατάστασης κατά την αντίδραση ενεργοποίησης 
του αμινοξέος (First and Fersht 1995; Schmitt et al., 1994; Chan and Koeppe 1995).
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Η αντίδραση αμινοακυλίωσης χρησιμοποιεί ΑΤΡ
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Εικόνα 8: Μία συνθετάση του αμινοάκυλο-tRNA συνδέει στο tRNA το ομότυπο αμινοξύ. Η συνθετάση 
διαθέτει τρεις θέσεις για την πρόσδεση του tRNA, του αμινοξέος και του A ΤΡ. Κατά το πρώτο στάδιο, 
στις περισσότερες συνθετάσες, το αμινοξύ και το ΑΤΡ προσδένονται στη συνθετάση, και στη συνέχεια 
ακολουθεί η ενεργοποίηση του αμινοξέος με σχηματισμό ενός αμινοάκυλο-ΑΜΡ. Τέλος, το tRNA 
προσδένεται με τη σειρά του στη συνθετάση και αντιδρά με το αμινοάκυλο-ΑΜΡ προς σχηματισμό 
αμινοάκυλο-tRNA, ενώ το AΜΡ απομακρύνεται. (Προσαρμογή από Genes VIII, Lewin).
Αντίστοιχος είναι και ο ρόλος του μοτίβου HIGH (Schmitt et al., 1995; Chan and 
Koeppe 1994). Ορισμένες από τις συνθετάσες τάξης I (GlnRS, ArgRS, GluRS και 
LysRS) χρειάζονται την πρόσδεση του ομότυπου tRNA για να προχωρήσουν στην 
κατάλυση της ενεργοποίησης του αμινοξέος, σε αντίθεση με τις υπόλοιπες 
συνθετάσες τάξης I ή II. Έχει βρεθεί ότι στην περίπτωση της GlnRS, η πρόσδεση του 
ομότυπου tRNA επάγει αλλαγές στη διαμόρφωση του ενζύμου, αυξάνοντας τη 
συγγένειά για το ομότυπο αμινοξύ, και διευκολύνοντας την πραγματοποίηση της 
αντίδρασης (Hong et al., 1996; Ibba et al., 1996). Αντίθετα, οι συνθετάσες τάξης II
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επιλέγουν το ομότυπο αμινοξύ χρησιμοποιώντας πληροφορίες που βρίσκονται 
κωδικοποιημένες στην ικανότητα της θέσης πρόσδεσης του ενζύμου να σχηματίζει 
συγκεκριμένους δεσμούς με το αντίστοιχο αμινοξύ. Μάλιστα, η εξειδίκευση για το 
ομότυπο αμινοξύ ενισχύεται από το γεγονός ότι η πρόσδεση του ΑΤΡ προκαλεί 
αναδιάταξη του βρόχου του μοτίβου 2. Μετά την τοποθέτηση των δύο 
υποστρωμάτων στο ενεργό κέντρο του ενζύμου με κατάλληλο προσανατολισμό, 
ακολουθεί πυρηνόφιλη προσβολή της α-φωσφορικής ομάδας του ΑΤΡ από την 
καρβοξυλομάδα του αμινοξέος και δημιουργία ενός μικτού ανυδρίτη (αμινοάκυλο- 
αδενυλικό) σε πρόσδεση με το ένζυμο και αποχώρηση μιας ομάδας πυροφωσφορικού 
(Εικ. 8).
Κατά το δεύτερο στάδιο της αντίδρασης αμινοακυλίωσης, το ομότυπο tRNA 
προσδένεται στη συνθετάση δημιουργώντας μια εκτεταμένη επιφάνεια 
αλληλεπίδρασης (~250θΆ2, το οποίο αντιστοιχεί στο 20% της συνολικής τους 
επιφάνειας). Παρόλα αυτά, κάθε tRNA αναγνωρίζεται από την ομότυπη συνθετάση 
του από ένα μικρό αριθμό αλληλεπιδράσεων, συνήθως 1 έως 5. Στους τρεις τύπους 
αλληλεπιδράσεων που χρησιμοποιούνται πιο συχνά για την αναγνώριση του 
ομότυπου tRNA από μια συνθετάση συμμετέχουν:
1. Η διακριτική βάση (discriminator base), που βρίσκεται ανάμεσα στο στέλεχος- 
δέκτη και στο άκρο CCA, και είναι ίδια για όλα τα ισοαποδεκτικά tRNA 
(πολλαπλά tRNA που συνδέονται με το ίδιο αμινοξύ).
2. Ένα από τα τρία τελευταία ζεύγη βάσεων του στελέχους-δέκτη του tRNA.
3. Μια τουλάχιστον από τις βάσεις του αντικωδικονίου.
Εκτός των παραπάνω, για την αναγνώριση των ομότυπων tRNA οι 
συνθετάσες αλληλεπιδρούν με βάσεις που εντοπίζονται στο βραχίονα D, στο 
εσωτερικό του σχήματος L του tRNA, καθώς και στον επιπλέον βραχίονα. 
Χαρακτηριστικό παράδειγμα της τελευταίας περίπτωσης είναι η SerRS, η οποία είναι 
σε θέση να διακρίνει μεταξύ έξι διαφορετικών ισοαποδεκτικών tRNA (Alexander et 
al., 1998). Στην Εικ. 9 φαίνονται οι διάφορες βάσεις που αναγνωρίζονται από το 
σύνολο των συνθετασών σε συνάρτηση με τη συχνότητα εμφάνισης.
Ο συνδυασμός των επιμέρους χαρακτηριστικών των μορίων tRNA που 
αλληλεπιδρούν με τις συνθετάσες δημιουργεί ομάδες ταυτότητας (identity sets), οι 
οποίες είναι σημαντικές για τη λειτουργική αλληλεπίδραση μιας συνθετάσης με το 
ομότυπο tRNA in vivo. Η σημασία τους για την πρόσδεση του σωστού tRNA έχει 
δειχθεί με πειράματα κατά τα οποία η ανταλλαγή των συγκεκριμένων νουκλεοτιδίων
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Εικόνα 9: Σχηματική αναπαράσταση της τριτοταγούς δομής του ίΚΝΑ. Οι σφαίρες δείχνουν τη θέση 
των νουκλεοτιδίων, και το μέγεθος τους είναι ανάλογο με την τεκμηριωμένη συχνότητα με την οποία 
καθεμία από αυτές συμμετέχει στην αναγνώριση του ίΚΝΑ από τις συνθετάσες. Ο βραχίονας δέκτης 
αποτελεί το δίκλωνο RNA που σχηματίζεσαι κατά το ζευγάρωμα των βάσεων 1-7 με τις βάσεις 72-66 
αντίστοιχα. Η διακριτική βάση είναι το μη ζευγαρωμένο νουκλεοτίδιο στη θέση 73. (Ibba and Soil 2000)
σε ένα μόριο tRNA από άλλα υπεύθυνα για την αναγνώριση από μια μη ομότυπη 
συνθετάση είχε ως αποτέλεσμα την αναγνώριση του συγκεκριμένου tRNA από τη 
διαφορετική συνθετάση (Frugier et al., 1994; Giege et al., 1993). Σε ορισμένες 
περιπτώσεις μάλιστα είναι σημαντική η παρουσία κάποιων νουκλεοτιδίων του 
μορίου, τα οποία χωρίς να συμμετέχουν απευθείας στις αλληλεπιδράσεις, επιτρέπουν 
στα σημαντικά νουκλεοτίδια να βρίσκονται σε ένα στερεοχημικό πλαίσιο κατάλληλο 
για να αλληλεπιδράσουν και να αναγνωριστούν από την ομότυπη συνθετάση (Frugier 
et al., 1998; Nissan et al., 1999). Χαρακτηριστική περίπτωση αποτελεί το tRNAAsp, το 
οποίο υιοθετεί πολλές από τις παραπάνω πρακτικές. Πιο συγκεκριμένα, για την 
αναγνώριση του tRNAAsp σε διάφορους οργανισμούς σημαντικό ρόλο παίζει τόσο η 
διακριτική βάση G73 (Ruff et al., 1991; Putz et al., 1991; Frugier et al., 1994; 
Rudinger et al., 1992) όσο και 4 νουκλεοτίδια του βρόχου του αντικωδικονίου (Giege 
et al., 1996). Μάλιστα η δράση τους είναι συνεργατική (Putz et al., 1993; Becker et 
al., 1996). Εξίσου σημαντική είναι η αλληλεπίδραση του ζεύγους G10:U25 με τη 
βάση G45, καθώς σταθεροποιεί τη βέλτιστη στερεοχημική διαμόρφωση του μορίου 
για την αλληλεπίδραση των παραπάνω νουκλεοτιδίων με την ομότυπη συνθετάση.
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Εντούτοις, όλα τα παραπάνω δομικά στοιχεία δεν είναι αρκετά για να εξασφαλίσουν 
την αποκλειστική του αλληλεπίδραση με την ομότυπη συνθετάση, καθώς δεν 
αποκλείουν την αναγνώριση του και από την ArgRS. Αυτό εξασφαλίζεται από τη 
μεθυλίωση της βάσης G37 (Εικ. 7, Putz et al., 1994).
Το ζεύγος U1:A72 
διασπάται
Gtn-tRi
Ο βραχίονας δέκτης 
f ί '; ν εισέρχεται στο ενεργό κέπρο
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Εικόνα 10: Αλλαγές στη δομή του IRNA1’1" μετά την πρόσδεση του από την ομότυπη συνθετάση.
(Προσαρμογή από Genes VIII, Lewin).
Ε[ πρόσδεση των μορίων tRNA από τις ομότυπες συνθετάσες επάγει αλλαγές 
στη δομή των μορίων του tRNA, οι οποίες διευκολύνουν την αναγνώριση τους. Για 
παράδειγμα, η πρόσδεση του tRNAoln στην ομότυπη συνθετάση επάγει δύο 
σημαντικές αλλαγές στη δομή του (Εικ. 10): Διάσπαση του τελικού ζεύγους U:A του 
βραχίονα δέκτη, διευκολύνοντας την είσοδο του 3’ άκρου του tRNA στο ενεργό 
κέντρο, και σχηματισμός 2 μη κανονικών ζευγών βάσεων (μη Watson-Crick) στο 
βραχίονα του αντικωδικονίου, προεκτείνοντας το βραχίονα και επιτρέποντας την 
αλληλεπίδραση με συγκεκριμένα αμινοξικά κατάλοιπα της GlnRS. Το φαινόμενο 
αυτό έχει περιγράφει για διάφορες συνθετάσες και των δύο τάξεων (Rees et al., 1996; 
Alexander et al., 1998; Cusack et al., 1998; Sankaranarayanan et al., 1999; Horowitz 
et al., 1999).
Τέλος, για την ολοκλήρωση της αντίδρασης αμινοακυλίωσης, μετά την 
αναγνώριση του ομότυπου tRNA, η 2' ή 3' υδροξυλομάδα της αδενοσίνης του 3'
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άκρου του tRNA προσβάλλει πυρηνοφιλικά το καρβονύλιο του αμινοάκυλο- 
αδενυλικού, με αποτέλεσμα την εστεροποίηση του tRNA και τη δημιουργία ΑΜΡ ως 
αποχωρούσα ομάδα (Εικ. 8).
1.2.3. Διορθωτικός έλεγχος της αντίδρασης αμινοακυλίωσης
Κάθε συνθετάση έχει το δύσκολο έργο να διακρίνει ένα συγκεκριμένο 
αμινοξύ ανάμεσα σε πολλά άλλα (μόνο 20 αμινοξέα συμμετέχουν στην 
πρωτεϊνοσύνθεση) καθώς και τα αντίστοιχα ομότυπα tRNA (συνήθως 1-3) από τα 
-100 διαφορετικά είδη tRNA ενός κυττάρου. Πολλά αμινοξέα, μοιάζουν σημαντικά 
μεταξύ τους. Για παράδειγμα, η ισολευκίνη διαφέρει από τη βαλίνη μόνο στο μήκος 
της ανθρακικής τους αλυσίδας, όντας κατά μία μεθυλομάδα (-CH2-) μεγαλύτερη. Η 
ενδογενής ικανότητα διάκρισης δύο τέτοιων αμινοξέων με βάση τη σχετική ενέργεια 
πρόσδεσης θα ήταν μόνο 1/5. Οι συνθετάσες ωστόσο βελτιώνουν αυτό το λόγο -1000 
φορές. Επιπρόσθετα, τα αμινοξέα σχετίζονται δομικά με τα ενδιάμεσα μεταβολικά 
προϊόντα της βιοσύνθεσης τους. Αντίθετα, η ενδογενής ικανότητα διάκρισης ανάμεσα 
στα διάφορα μόρια tRNA είναι ευκολότερη, επειδή το tRNA είναι μεγαλύτερο και πιο 
πολύπλοκο μόριο, προσφέροντας πληθώρα επιλογών για τη δημιουργία 
αλληλεπιδράσεων με την ομότυπη συνθετάση. Οι συνθετάσες έχουν την ικανότητα να 
ελέγχουν τόσο τα υποστρώματα μετά την πρόσδεση τους, όσο και τα προϊόντα της 
αντίδρασης, ελαχιστοποιώντας με τον τρόπο αυτό τα περιθώρια λάθους. Η διαδικασία 
αυτή αναφέρεται γενικά ως διορθωτικός έλεγχος (proofreading). Είναι γνωστό ότι 
υπάρχουν δύο τέτοια είδη διορθωτικού ελέγχου, ο κινητικός (kinetic proofreading) 
και ο χημικός (chemical proofreading).
Η διαδικασία του κινητικού διορθωτικού ελέγχου (kinetic proofreading) 
πραγματοποιείται ως εξής (Εικ. 11): Κατά το πρώτο στάδιο, ένα οποιοδήποτε μόριο 
μεταφορικού RNA προσδένεται στη συνθετάση και στη συνέχεια το ένζυμο εξετάζει 
προσεκτικά το tRNA που προσδέθηκε. Τα ομότυπα tRNA, έχοντας μεγαλύτερη 
συγγένεια για τη θέση πρόσδεσης, συνδέονται ταχύτερα και αποσυνδέονται με βραδύ 
ρυθμό. Επίσης, στην περίπτωση που το tRNA είναι το σωστό, επάγονται αλλαγές στη 
διαμόρφωση του ενζύμου και η σύνδεση σταθεροποιείται. Το γεγονός αυτό επιτρέπει 
στην αντίδραση της αμινοκυλίωσης να πραγματοποιηθεί με μεγάλη ταχύτητα. Στην 
αντίθετη περίπτωση, επειδή δεν επάγονται οι αλλαγές στη διαμόρφωση της 
συνθετάσης, η αντίδραση αμινοακυλίωσης εξελίσσεται με βραδύ ρυθμό. Με τον
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τρόπο αυτό αυξάνονται οι πιθανότητες να αποσυνδεθεί το λανθασμένο μόριο tRNA 
από το ένζυμο, πριν την ολοκλήρωση της αντίδρασης.
Εικόνα 11: Η διαδικασία του κινητικού διορθωτικού ελέγχου. (Προσαρμογή από Genes VIII, Lewin).
Ο χημικός διορθωτικός έλεγχος πραγματοποιείται σε δύο σημεία κατά τη 
διαδικασία σχηματισμού του αμινοακυλο-t RNΑ (Εικ. 12). Στην πρώτη περίπτωση, η 
υδρόλυση του μη ομότυπου ΑΑ-ΑΜΡ πυροδοτείται όταν το ομότυπο tRNA 
προσδένεται στη συνθετάση. Αυτός είναι ο κύριος μηχανισμός που χρησιμοποιείται 
από διάφορες συνθετάσες, ανάμεσα στις οποίες η MetRS, η IleRS και η ValRS 
(Jakubowski 1997, 1999). Στην περίπτωση της MetRS, αυτός ο τύπος διορθωτικού 
ελέγχου χρησιμοποιείται κυρίως για την απόρριψη της ομοκυστεΐνης, ενός 
ενδιάμεσου προϊόντος του μεταβολισμού της μεθειονίνης. Ο διορθωτικός έλεγχος σε
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αυτή την περίπτωση μεταβολίζει και αποβάλλει το αμινοξύ με αλλαγμένη μορφή, ως 
θειολακτόνη της ομοκυστεΐνης.
Αντίθετα, στη δεύτερη περίπτωση ο χημικός διορθωτικός έλεγχος γίνεται σε 
ένα μεταγενέστερο στάδιο. Πιο συγκεκριμένα, το μη ομότυπο αμινοξύ αναγνωρίζεται 
από τη δομή του ως λανθασμένο και υδρολύεται για την αποβολή του μόνο όταν έχει 
μεταφερθεί στο tRNA. Δηλαδή, υπάρχει ένας συνεχής κύκλος σχηματισμού και 
υδρόλυσης του εστερικού δεσμού, μέχρι το σωστό αμινοξύ να μεταφερθεί στο tRNA.
■ m Ζ22
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ΑδενυΜωαη
, KCh*2
!f:· ';co
l;: AMP
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Εικόνα 12: Η διαδικασία του κινητικού διορθωτικού ελέγχου. (Προσαρμογή από Genes VIII, Lewin).
Ένα κλασικό παράδειγμα της δεύτερης περίπτωσης χημικού διορθωτικού 
ελέγχου απαντάται στην IleRS του Ε. coli. Η IleRS διαθέτει δύο ενεργά κέντρα, το 
κέντρο σύνθεσης (ή ενεργοποίησης) και το κέντρο διόρθωσης (ή υδρόλυσης) 
(Schmidt and Schimmel 1994). Ανάλυση της κρυσταλλικής δομής του ενζύμου 
δείχνει ότι το κέντρο σύνθεσης είναι υπερβολικά μικρό για να επιτρέψει την είσοδο 
στη λεύκινη (μόριο στενά συγγενικό με την ισολευκίνη). Δηλαδή, όλα τα αμινοξέα 
που είναι μεγαλύτερα από την ισολευκίνη εξαιρούνται από τη διαδικασία 
ενεργοποίησης, καθώς δεν μπορούν να εισέλθουν στο κέντρο σύνθεσης. Αντίθετα,
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οποιοδήποτε αμινοξύ είναι μικρότερο της ισολευκίνης μπορεί να εισέλθει στο κέντρο 
σύνθεσης και επομένως να συνδεθεί στο tRNA. Στη συνέχεια, το ένζυμο μεταφέρει 
το 3’ άκρο του αμινοακυλιωμένου tRNA στο κέντρο διόρθωσης, το οποίο είναι 
σχεδιασμένο για να υποδέχεται αμινοξέα μικρότερα της ισολευκίνης, και έτσι η 
ισολευκίνη δεν κινδυνεύει να υποστεί υδρόλυση. Εντούτοις, η βαλίνη μπορεί να 
εισέλθει σε αυτό το δεύτερο ενεργό κέντρο, και το λανθασμένο σύμπλοκο Val- 
tRNAIle τελικά υδρολύεται (Nureki et al., 1998). Συνοψίζοντας, το ένζυμο λειτουργεί 
ως ένας διπλός μοριακός ηθμός και έχει τη δυνατότητα να διακρίνει πολύ συγγενικές 
δομές αμινοξέων με βάση το μέγεθος.
Ένα ενδιαφέρον στοιχείο που προκύπτει από την κρυσταλλική δομή της IleRS 
είναι ότι τα κέντρα σύνθεσης και διόρθωσης είναι αρκετά απομακρυσμένα (~34Ά) 
και το αμινοξύ μεταφέρεται από τη θέση σύνθεσης στη θέση διόρθωσης. Αυτό 
οφείλεται στην αλλαγή της διαμόρφωσης του tRNA, καθώς το στέλεχος δέκτης του 
συγκεκριμένου tRNA μπορεί να έχει εναλλακτικές διαμορφώσεις (Silvian et al., 
1999; Nomanbhoy et al., 1999; Farrow et al., 1999). Συγκεκριμένα, κατά τη 
διαδικασία της αμινοακυλίωσης το 3’ άκρο του tRNA αποκτά μια ασυνήθιστη δομή 
φουρκέτας για να βρεθεί στο κέντρο σύνθεσης, ενώ μετά την ολοκλήρωση της 
αντίδρασης αποκτά την πιο συνηθισμένη δομή έλικας και έτσι το αμινοξύ 
μεταφέρεται στο κέντρο διόρθωσης. Η μεταφορά από τη μια θέση στην άλλη είναι το 
πιο αργό βήμα, δηλαδή αυτό που καθορίζει την ταχύτητα του διορθωτικού ελέγχου. Η 
IleRS είναι μια συνθετάση τάξης 1 αλλά ο μηχανισμός του διπλού ηθμού 
χρησιμοποιείται και από συνθετάσες τάξης II.
1.2.4. Εναλλακτικά μονοπάτια αμινοακυλίωσης tRNA
Αρχικά ήταν εδραιωμένη η πεποίθηση ότι κάθε οργανισμός στη φύση 
χρησιμοποιεί από μια απόλυτα εξειδικευμένη συνθετάση του αμινοάκυλο-tRNA για 
την αμινοακυλίωση όλων των ισοαποδεκτικών tRNA με το αντίστοιχο αμινοξύ, και 
επομένως διαθέτει 20 διαφορετικές συνθετάσες του αμινοακυλο-tRNA (1.2.1). 
Ωστόσο, πριν από 35 περίπου χρόνια αναφέρθηκε για πρώτη φορά ότι η 
αμινοακυλίωση του tRNAoin σε κάποια βακτήρια προϋποθέτει την παρουσία 2 
διαφορετικών ενζύμων, μιας GluRS ικανής να ακυλιώνει το μη ομότυπο tRNAc,ln με 
γλουταμινικό (Glu-tRNAC)ln), καθώς και μιας αμιδοτρανσφεράσης του Glu-tRNAGln 
(Gln-AdT). Η συγκεκριμένη αμιδοτρανσφεράση προσθέτει μια αμιδική ομάδα στο 
γλουταμινικό με αποτέλεσμα το σχηματισμό του ομότυπα συζευγμένου αμινοακυλο-
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tRNA (Gln-tRNAGln) (Wilcox and Nirenberg, 1968; Wilcox, 1969). Αργότερα 
επιδείχθηκε ότι αυτό το μονοπάτι αποτελεί την κανονική οδό βιοσύνθεσης του Gln- 
tRNA0111 σε πολλούς οργανισμούς αλλά και υποκυτταρικά οργανίδια (Schon et al., 
1988a; Schon et al., 1988b). Επιπρόσθετα, πριν από μερικά χρόνια βρέθηκε ότι 
κάποιοι μικροοργανισμοί χρησιμοποιούν ένα παρόμοιο μονοπάτι τρανσαμίδωσης για 
τη σύνθεση και του Asn-tRNAAsn (Cumow et al., 1996). Η διαθεσιμότητα της 
συνολικής αλληλουχίας του γονιδιώματος διαφόρων οργανισμών, σε συνδυασμό με 
την ταυτοποίηση της πρώτης Glu-AdT (Cumow et al., 1997), παρείχε τα μέσα για τη 
διαλεύκανση της παρουσίας σε πολλούς οργανισμούς του μονοπατιού της 
τρανσαμίδωσης, καθώς και τον προσδιορισμό των ενζύμων που εμπλέκονται στο 
σχηματισμό των Gln-tRNAGln και Asn-tRNAAsn. Η σύνθεση των Gln-tRNAc,ln και 
Asn-tRNAAsn αποτελούν τα μοναδικά παραδείγματα σύνθεσης αμινοακυλο-tRNA 
όπου η εξελικτική συντήρηση των ενζύμων αμινοακυλίωσης του tRNA δεν 
υφίσταται. Πιο συγκεκριμένα, σε κάθε βασίλειο (ευκαρυώτες, βακτήρια και αρχαία) 
έχουν εξελιχθεί διαφορετικά ένζυμα ή μηχανισμοί τα οποία διεκπεραιώνουν τη 
σύνθεση των Gln-tRNAoln και Asn-tRNAAsn. Στο κυτταρόπλασμα των ευκαρυωτών, 
τα Gln-tRNAGln και Asn-tRNAAsn συντίθενται απευθείας από τις αντίστοιχες 
συνθετάσες του αμινοακυλο-tRNA GlnRS και AsnRS. Σε ορισμένα βακτήρια, π.χ. Ε. 
coli, η GlnRS είναι υπεύθυνη για τη σύνθεση του Gln-tRNA01'1. Εντούτοις, η 
πλειονότητα των βακτηρίων καθώς και όλα τα αρχαία συνθέτουν Gln-tRNA01'1 δια 
της οδού της τρανσαμίδωσης.
Τα εναλλακτικά μονοπάτια σύνθεσης των Asn-tRNAAsn and Gln-tRNA01'1 
προϋποθέτουν τη σύνθεση μη ομότυπα αμινοακυλιωμένων ενδιαμέσων, των Asp- 
tRNAAsn και Glu-tRNAoln αντίστοιχα. Αυτά τα μη ομότυπα αμινοακυλιωμένα tRNA 
δεν υποβαθμίζουν την πιστότητα της μετάφρασης, καθώς δεν αναγνωρίζονται από 
τους αντίστοιχους παράγοντες επιμήκυνσης της μετάφρασης (Stanzel et al., 1994; 
Becker and Kern, 1998) και επομένως δεν μπορούν να συμμετάσχουν στη διαδικασία 
της πρωτεϊνοσύνθεσης. Όσον αφορά στο μηχανισμό της αντίδρασης, η σύνθεση μη 
ομότυπα ακυλιωμένων tRNA προϋποθέτει την ύπαρξη συνθετασών με χαμηλή 
εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα (μη διακριτικές συνθετάσες του αμινοακυλο- 
tRNA). Η βάση αυτή της χαμηλής εξειδίκευσης στην περίπτωση της AspRS έχει 
βρεθεί ότι σε ορισμένες περιπτώσεις οφείλεται στην απουσία από τα μη διακριτικά 
ένζυμα ενός συγκεκριμένου βρόχου. Αυτός ο βρόχος είναι υπεύθυνος για την 
αναγνώριση ειδικά της τρίτης θέσης του αντικωδικονίου (Schmitt et al., 1998). Για
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παράδειγμα έχει αναφερθεί ότι στον Thermus thermophilus η αδυναμία αναγνώρισης 
του τελευταίου νουκλεοτιδίου του αντικωδικονίου είναι υπεύθυνη για την ικανότητα 
των μη διακριτικών ενζύμων AspRS να αναγνωρίζουν τόσο το tRNAAsp (GUC 
αντικωδικόνιο) όσο και το tRNAAsn (GUU αντικωδικόνιο) (Becker and Kern, 1998). 
Τέλος, αλλαγές στην ικανότητα αναγνώρισης του βραχίονα του αντικωδικονίου έχουν 
επίσης αναφερθεί και στην περίπτωση της GluRS. Πιο συγκεκριμένα, η GluRS του 
Bacillus subtilis έχει δειχθεί ότι αναγνωρίζει τόσο το tRNAGln με αντικωδικόνιο UUG 
όσο και το tRNA0lu με αντικωδικόνιο UUC εξαιτίας ενός υπερτροποποιημένου 
παραγώγου της U34 (5-μεθυλαμινομεθυλο-2-θειουριδίνη) (Kim and Soli 1998), όχι 
όμως και το tRNA0ln με αντικωδικόνιο CUG.
1.2.5. Μη καταλυτικές επικράτειες των ευκαρυωτικών συνθετασών του 
αμινοάκυλο-tRNA
Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA των προκαρυωτών αποτελούνται από 
τις θεμελιώδεις δομικές επικράτειες που είναι απαραίτητες για την πραγματοποίηση 
της αντίδρασης της αμινοακυλίωσης. Πρόκειται για τρεις βασικές λειτουργικές 
επικράτειες, οι οποίες αποτελούν τον καταλυτικό πυρήνα όλων των συνθετασών: την 
επικράτεια του ενεργού κέντρου, την επικράτεια που αλληλεπιδρά με το βραχίονα 
δέκτη του tRNA, και την επικράτεια που αλληλεπιδρά με το βραχίονα του 
αντικωδικονίου (Schimmel et al., 1993; Buechter and Schimmel 1993). Αντίθετα, οι 
συνθετάσες των ευκαρυωτών, εκτός από τον καταλυτικό τους πυρήνα που 
προσομοιάζει με αυτόν των ομόλογων προκαρυωτικών συνθετασών, διαθέτουν 
επιπρόσθετες μη καταλυτικές επικράτειες προσαρτημένες στο αμινοτελικό ή στο 
καρβοξυτελικό τους άκρο (non-catalytic appended domains; Mirande 1991, Εικ. 13). 
Παρόμοιες επικράτειες έχουν επίσης χαρακτηριστεί και σε διάφορες άλλες πρωτεΐνες 
που ανήκουν στην ευρύτερη κυτταρική συσκευή της πρωτεϊνοσύνθεσης (Εικ. 13). Σε 
αυτές τις επικράτειες έχουν αποδοθεί διάφοροι βιολογικοί ρόλοι, όπως η διέγερση της 
καταλυτικής δραστικότητας των συνθετασών, η οργάνωση τους σε πολυενζυμικά 
σύμπλοκα και η ρύθμιση της υποκυτταρικής τους κατανομής. Παρακάτω 
περιγράφονται όλες οι μη καταλυτικές επικράτειες των ευκαρυωτικών συνθετασών 
που έχουν χαρακτηριστεί μέχρι σήμερα.
Δομικές επικράτειες Κ (K-domains). Πρόκειται για επικράτειες μήκους 30- 
60 αμινοξικών καταλοίπων, πλούσιες κυρίως σε λυσίνη (Lys, Κ), καθώς και άλλα 
βασικά αμινοξέα. Οι επικράτειες αυτές είναι θετικά φορτισμένες (πολυκατιοντικές),
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εξαιτίας της αμινοξικής τους αλληλουχίας, ενώ εμφανίζουν δευτεροταγή διαμόρφωση 
α-έλικας, με αποτέλεσμα την έκθεση των βασικών αμινοξέων τους στη μία επιφάνεια 
της έλικας (Lorber et al., 1988; Frugier et al., 2000). Χαρακτηριστικό παράδειγμα 
τέτοιας επικράτειας έχει περιγράφει στο αμινοτελικό άκρο της AspRS. Η επικράτεια 
αυτή προσδένει μόρια tRNA μη ειδικά εξαιτίας του θετικού της φορτίου, αυξάνοντας 
έτσι την τοπική συγκέντρωση του υποστρώματος tRNA και την καταλυτική απόδοση 
της συνθετάσης (Frugier et al., 2000; Francin et al., 2002). Επίσης, μια παρόμοια 
δομική επικράτεια έχει βρεθεί στο Ν-τελικό άκρο της ValRS των θηλαστικών (Bee 
and Waller, 1989).
Συνθετάσες αμινοακυλο-tRNA
AspRS
ArgRS I------------
MetRS -1------------
GluProRS -j§-
E.coli MetRS —
TrpRS i-
HisRS §-
TyrRS —
AsnRS —|
GlyRS #■
ValRS H|
E. coli PheRS 
S. cerevisiae MetRS -§[-
S. cerevisiae GluRS —1
A. thaliana MetRS —
" -
Άλλες πρωτεΐνες
p18
p38 
p43 
Arclp 
Trbplll 
EF-Ιβ 
EF-1y
Δομικές επικράτειες K 
. Δομικές επικράτειες R 
Π Δομικές επικράτειες L
1 Δομικές επικράτειες με αναδίπλωση τύπου GST 
I Δομικές επικράτειες με αναδίπλωση τύπου ΟΒ
Εικόνα 13: Μη καταλυτικές δομικές επικράτειες των συνθετασών του αμινοάκυλο-lRNA και άλλων 
πρωτεϊνικών παραγόντων που σχετίζονται με την πρωτεϊνοσύνθεση. (Προσαρμογή από Lee et al, 2004).
Δομικές επικράτειες R (R-domains). Πρόκειται για δομικές επικράτειες 
μήκους ~50 αμινοξέων, οι οποίες αποτελούνται από το ίδιο επαναλαμβανόμενο 
μοτίβο. Μια τέτοια επικράτεια εντοπίζεται στην αμινοξική αλληλουχία που ενώνει τις 
δύο καταλυτικές επικράτειες της διπλής συνθετάσης GluProRS (Cerini et al., 1991; 
Fett and Knippers 1991). Παρόμοιες δομικές επικράτειες έχουν ταυτοποιηθεί τόσο 
στο C-τελικό άκρο της MetRS που ανήκει στο πολυενζυμικό σύμπλοκο των
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συνθετασών των μεταζώων, όσο και σχο Ν-τελικό άκρο συνθετασών που δεν 
ανήκουν σχο πολυενζυμικό σύμπλοκο, όπως η GlyRS, η HisRS και η TrpRS 
(Berthonneau and Mirande 2000; Kaminska et al., 2001). Πιθανός ρόλος τους είναι 
και πάλι η μη ειδική πρόσδεση tRNA (Cahuzac et al., 2000; Jeong et al., 2000; Rho et 
al., 1998), διεγείροντας έτσι την καταλυτική απόδοση των συνθετασών (Kaminska et 
al., 2001).
Δομικές επικράτειες R’ (R’-domains). Πρόκειται για 2 αλληλουχίες όχι 
τέλεια επαναλαμβανόμενες που έχουν βρεθεί στο C-τελικό άκρο της IleRS (Shiba et 
al., 1994; Nichols et al., 1995), και είναι διαφορετικές από τις δομικές επικράτειες R 
που αναφέρθηκαν παραπάνω. Οι επικράτειες R' αλληλεπιδρούν με τις επικράτειες R 
και ίσως παίζουν κάποιο ρόλο στη συναρμολόγηση του συμπλόκου των συνθετασών 
(Rho et al., 1996).
Δομικές επικράτειες L (L-domains). Πρόκειται για υδρόφοβες δομικές 
επικράτειες πλούσιες σε κατάλοιπα λεύκινης (Leu, L). Μια τέτοια επικράτεια μήκους 
73 αμινοξέων έχει βρεθεί στο Ν-τελικό άκρο της ArgRS των θηλαστικών (Huang and 
Deutscher 1991; Lazard and Mirande 1993). Η δομική αυτή επικράτεια απουσιάζει 
από μια δεύτερη ισομορφή της ArgRS, η οποία πιθανότατα προκύπτει εξαιτίας 
έναρξης μετάφρασης του mRNA της από ένα δεύτερο κωδικόνιο έναρξης (Lazard 
and Mirande 1993). Η συγκεκριμένη ισομορφή απουσιάζει από το πολυενζυμικό 
σύμπλοκο των συνθετασών στα μετάζωα. Είναι λοιπόν πιθανό ότι αυτή η δομική 
επικράτεια είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση της ArgRS με άλλα πρωτεϊνικά 
συστατικά κατά τη συναρμολόγηση του πολυενζυμικού συμπλόκου (Rho et al., 
1996). Η ίδια δομική επικράτεια έχει βρεθεί στο Ν-τελικό άκρο της πρωτεΐνης ρ38 
του πολυενζυμικού συμπλόκου, και έχει βρεθεί ότι είναι υπεύθυνη για την οργάνωση 
και σταθεροποίηση του συμπλόκου (Quevillon et al., 1999; Ahn et al., 2003).
Δομικές επικράτειες με αναδίπλωση τύπου GST (GST-like domains). 
Πρόκειται για δομικές επικράτειες που εντοπίζονται στο αμινοτελικό άκρο διαφόρων 
συνθετασών, όπως π.χ. η MetRS (Mirande et al., 1982) και η ValRS (Bee et al., 1994) 
του ανθρώπου. Παρόμοιες επικράτειες έχουν βρεθεί στις μη καταλυτικές πρωτεΐνες 
ρΐ 8 και ρ38 του πολυενζυμικού συμπλόκου των συνθετασών (Quevillon and Mirande 
1996; Quevillon et al., 1999; Ahn et al., 2003), καθώς και στις β και γ υπομονάδες 
του παράγοντα επιμήκυνσης EF-1H (van Damme et al., 1991). Όλες οι παραπάνω 
επικράτειες θεωρείται ότι συνεισφέρουν στην οργάνωση και σταθεροποίηση της 
δομής των συμπλοκών των συνθετασών στα μετάζωα (βλέπε παρακάτω). Παρόμοιες
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δομικές επικράτειες έχει βρεθεί ότι υπάρχουν και στο Ν-τελικό άκρο των πρωτεϊνών 
του συμπλόκου του S. cerevisiae που αποτελείται από τις συνθετάσες MetRS και 
GluRS και την μη καταλυτική πρωτεΐνη Arclp (Simader et al., 2006), και έχει βρεθεί 
ότι μεσολαβούν στη δημιουργία του τριμερούς συμπλόκου (Simos et al., 1996, 1998; 
Deinert et al., 2001).
Δομικές επικράτειες με αναδίπλωση τύπου OB (Oligonucleotide Binding 
fold). Πρόκειται για δομικές επικράτειες που έχουν ανακαλυφθεί σε διάφορες 
συνθετάσες των ανώτερων ευκαρυωτών, όπως π.χ. στη MetRS των φυτών (Kaminska 
et al., 2000) και στην TyrRS του ανθρώπου (Kleeman et al., 1997). Επίσης, μια 
δομική επικράτεια αυτού του τύπου έχει βρεθεί στη μη καταλυτική πρωτεΐνη ρ43 του 
πολυενζυμικού συμπλόκου των μεταζώων (Quevillon et al., 1997). Τέλος, ομόλογες 
δομικές επικράτειες έχουν χαρακτηριστεί τόσο στους κατώτερους ευκαρυώτες, με τη 
μη καταλυτική πρωτεΐνη Arclp του συμπλόκου του S. cerevisiae να αποτελεί 
χαρακτηριστικό παράδειγμα (Simos et al., 1996), όσο και στους προκαρυώτες, όπου 
υπάρχει η πρωτεΐνη Trbplll (Morales et al., 1999). Αυτός ο τύπος δομικής 
επικράτειας έχει δειχθεί ότι μπορεί να προσδένει μόρια tRNA αναγνωρίζοντας τη 
συνολική τριτοταγή τους δομή (και για το λόγο αυτό στην περίπτωση της Arclp 
ονομάζεται και TRBD, tRNA Binding Domain). Με τον τρόπο αυτό βελτιώνει την 
καταλυτική δράση των ενζύμων στα οποία προσφέρεται είτε in cis (δηλαδή ως μέρος 
της πολυπεπτιδικής αλυσίδας του ενζύμου) είτε in trans (δηλαδή ως μέρος μιας 
ανεξάρτητης πολυπεπτιδικής αλυσίδας που αλληλεπιδρά με το ένζυμο) (Kaminska et 
al., 2000; Chihade and Schimmel 1999; Simos et al., 1996; Deinert et al., 2001).
1.2.6. Μη κανονικές δράσεις των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA
Ο θεμελιώδης ρόλος των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA είναι η 
αμινοακυλίωση των μορίων tRNA. Εντούτοις, έχει βρεθεί ότι τα ένζυμα αυτά 
εμφανίζουν και κάποιες "μη κανονικές" ή εναλλακτικές δράσεις, καθώς εμπλέκονται 
στη ρύθμιση της έκφρασης διαφόρων γονιδίων, τόσο στο επίπεδο της μεταγραφής 
όσο και της μετάφρασης, στη σύνθεση του rRNA, όπως επίσης και στις διαδικασίες 
της απόπτωσης, της αγγειογένεσης και της φλεγμονής. Έχει προταθεί ότι οι δράσεις 
αυτές εντάσσονται στα πλαίσια μια ευρύτερης εξελικτικής στρατηγικής, που στοχεύει 
στη μεγιστοποίηση της λειτουργικής ποικιλίας των πρωτεϊνών, εξαιτίας των 
περιορισμένων επιλογών που προσφέρει το πεπερασμένου μεγέθους γονιδίωμα των 
οργανισμών (Lee et al., 2004). Πιο συγκεκριμένα, η συνεχής ανάγκη για νέες
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λειτουργίες κατά την ανάπτυξη σύνθετων κυττάρων και οργανισμών, πιθανότατα 
οδήγησε στην ενσωμάτωση καινούριων δράσεων και σε αυτή την αρχαία οικογένεια 
πρωτεϊνών.
Αξίζει να σημειωθεί ότι η πρωτογενής δράση των συνθετασών, δηλαδή η 
κατάλυση της αντίδρασης αμινοακυλίωσης, είναι αποκλειστικά ενδοκυτταρική. 
Αντίθετα, τουλάχιστον σε ότι αφορά στην φλεγμονή, την απόπτωση και την 
αγγειογένεση, η δράση των συνθετασών σχετίζεται με την παρουσία τους στον 
εξωκυττάριο χώρο. Αυτό πιθανόν σημαίνει ότι όταν οι συνθετάσες δεν βρίσκονται 
στο φυσικό χώρο της δράσης τους, μπορούν πλέον να εκληφθούν ως σήμα 
εντοπισμένης βλάβης, στα πλαίσια ενός πολυκύτταρου οργανισμού. Με τον τρόπο 
αυτό κινητοποιούν όλους τους διαθέσιμους μηχανισμούς για την αποκατάσταση της 
βλάβης, όπως η απόπτωση για τον περιορισμό της συνολικής βλάβης, η φλεγμονή με 
σκοπό την απομάκρυνση των κατεστραμμένων κυττάρων και τέλος η αγγειογένεση 
κατά την διαδικασία της αποκατάστασης ενός ιστού.
Μη κανονικές δράσεις των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA στους 
προκαρυώτες: Στους προκαρυώτες, οι συνθετάσες του αμινοακυλο-tRNA ρυθμίζουν 
την έκφραση των γονιδίων τους. Η ThrRS του Ε. coli προσδένεται στην οδηγό 
αλληλουχία του mRNA που την κωδικοποιεί, καθώς αυτή μιμείται τη δομή του 
ομότυπου tRNA, εμποδίζει την πρόσδεση της υπομονάδας 30S του ριβοσώματος, και 
με τον τρόπο αυτό αναστέλλει τη μετάφραση του mRNA (Brunei et al., 1993; Romby 
et al., 1996). Επίσης, η AlaRS προσδένεται σε μία παλίνδρομη αλληλουχία που 
βρίσκεται εκατέρωθεν της θέσης έναρξης μεταγραφής του γονιδίου της, και 
καταστέλλει τη μεταγραφή του (Putney and Schimmel, 1981).
Μη κανονικές δράσεις των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA στους 
μονοκύτταρους ευκαρυώτες: Στους μονοκύτταρους ευκαρυώτες, οι συνθετάσες του 
αμινοάκυλο-tRNA συμμετέχουν στο μάτισμα του mRNA στα μιτοχόνδρια. Η 
μιτοχονδριακή TyrRS της Ν. crassa και η LeuRS διαφόρων ειδών ζυμομύκητα 
συμβάλλουν στο μάτισμα των ιντρονίων τύπου I (Herbert et al., 1988; Chemiack et 
al., 1990; Labouesse, 1990; Mohr et al., 2001; Li et al., 1996; Rho et al., 2002).
Μη κανονικές δράσεις των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA στους 
ανώτερους ευκαρυώτες
Εξωκυττάριες: Η έκκριση ορισμένων συνθετασών του αμινοακυλο-tRNA 
από τα κύτταρα έχει ως αποτέλεσμα τη διέγερση των διεργασιών της αγγειογένεσης 
και της φλεγμονής. Πιο συγκεκριμένα, όταν η ανθρώπινη TyrRS εκκρίνεται από τα
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κύτταρα διασπάται από την ελαστάση των πολυμορφοπύρηνων προς ένα αμινοτελικό 
και ένα καρβοξυτελικό τμήμα. Το Ν-τελικό τμήμα (mini-TyrRS) αποτελεί προ- 
αγγειογενετικό παράγοντα (Wakasugi and Schimmel 1999; Wakasugi et ak, 2002; 
Wakasugi and Schimmel 1999b; Liu et ak, 2002). To C-τελικό τμήμα, το οποίο είναι 
ομόλογο του πολυπεπτίδιου ενεργοποίησης των μονοκυττάρων του ενδοθηλίου 
(Endothelial-monocyte activating polypeptide II, ΕΜΑΡ-ΙΙ) και περιέχει την 
επικράτεια ΟΒ (βλέπε παραπάνω), εμφανίζει δράση κυτοκίνης, διεγείροντας 
διάφορους τύπους ανοσοκυττάρων προς μετανάστευση και έκκριση παραγόντων της 
φλεγμονής (Wakasugi and Schimmel 1999; Wakasugi et ak, 2002). Επίσης, έχει 
βρεθεί ότι η ανθρώπινη LysRS εκκρίνεται από διάφορες κυτταρικές σειρές ως 
απάντηση στον TNF-α, και αυτή με τη σειρά της διεγείρει τη μετανάστευση των 
μακροφάγων και των περιφερειακών μονοκυττάρων του αίματος καθώς και ενισχύει 
την παραγωγή TNF-a από αυτά (Park et ak, 2005). Τέλος, διάφορες άλλες 
συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA (HisRS, GlnRS, SerRS) μπορούν να διεγείρουν 
διάφορους τύπους κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος, διαμέσου 
αλληλεπιδράσεων με υποδοχείς χημειοκινών της εξωτερικής επιφάνειας των 
ανοσοκυττάρων (Howard et ak, 2002).
Σε αντίθεση με τα παραπάνω, έχει βρεθεί ότι η εκκρινόμενη ανθρώπινη 
TrpRS εμφανίζει αντί-αγγειογενετική δραστηριότητα ενώ επίσης καταστέλλει και τη 
διαδικασία της φλεγμονής. Εναλλακτικό μάτισμα του mRNA της TrpRS ή 
πρωτεόλυση της ώριμης TrpRS, οδηγεί στην απομάκρυνση μιας αμινοτελικής 
επικράτειας και στο σχηματισμό των αντίστοιχων ενεργών αντί-αγγειογενετικών 
παραγόντων mini-TrpRS και T2-TrpRS (Wakasugi et ak, 2002; Otani et ak, 2002). 
Λύση της κρυσταλλικής δομής της mini-TrpRS και σύγκριση με την TrpRS των 
προκαρυωτών, έδειξε ότι υπάρχει ένα μικρό πεπτίδιο μήκους 8 αμινοξικών 
καταλοίπων, ενσωματωμένο στη περιοχή πρόσδεσης του αντικωδικονίου, το οποίο 
είναι υπεύθυνο για την αποπτωτική δράση που εμφανίζει στα επιθηλιακά κύτταρα 
των αγγείων (Rise et ak, 2004). Επιπρόσθετα, είναι πολύ πιθανό ότι τα πολυπεπτίδια 
αυτά συμμετέχουν και στη ρύθμιση της φλεγμονής, καθώς αναστέλλουν τον 
επαγόμενο από τον VEGF πολλαπλασιασμό και τη χημειοταξία των ενδοθηλιακών 
κυττάρων in vitro (Otani et ak, 2002).
Τέλος, σε διάφορες περιπτώσεις ιδιοπαθών φλεγμονωδών μυοπαθειών, στην 
πολυμυοσίτιδα καθώς και στη δερματομυοσίτιδα, έχουν βρεθεί αυτο-αντισώματα 
ενάντια σε ορισμένες από τις συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA. Σε κάθε ασθενή
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συνήθως ανιχνεύονται αντισώματα ενάντια σε μία από τις είκοσι συνθετάσες, ενώ 
μέχρι σήμερα έχουν βρεθεί αντισώματα ενάντια στις συνθετάσες της ιστιδίνης 
(HisRS, συχνότερα από τις άλλες), της θρεονίνης (ThrRS), της ασπαραγίνης 
(AsnRS), της αλανίνης (AlaRS) και της γλυκίνης (GlyRS) (Beaulande et al., 1998).
Κυτταροπλασματικές: Η κυτταροπλασματική ανθρώπινη GluProRS
αποτελεί ρυθμιστικό παράγοντα της φλεγμονής και εκπληρώνει τη δράση της 
διαμέσου αναστολής της μετάφρασης της σερουλοπλασμίνης. Πιο συγκεκριμένα έχει 
βρεθεί ότι η GluProRS αποτελεί συστατικό του συμπλόκου αναστολής της 
μετάφρασης, που ενεργοποιείται από την IFN-γ (Sampath et al., 2004). Έτσι, η IFN-γ 
επάγει τη φωσφορυλίωση της GluProRS και την επακόλουθη αποδέσμευσή της από 
το πολυενζυμικό σύμπλοκο των ανώτερων ευκαρυωτών, με αποτέλεσμα την 
πρόσδεση της στην 3’ μη μεταφραζόμενη περιοχή του mRNA της σερουλοπλασμίνης 
(ceruloplasmin) και την αναστολή της μετάφρασης της. Η σερουλοπλασμίνη είναι μια 
πρωτεΐνη που περιέχει χαλκό και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο τόσο στη φλεγμονή 
όσο και στην ομοιοστασία του σιδήρου (Bielli and Calabrese 2002).
Επίσης, η ανθρώπινη GlnRS εμφανίζει αντί-αποπτωτική δράση. Έχει βρεθεί 
ότι η GlnRS αλληλεπιδρά με την κινάση ASK1, η οποία αποτελεί ενδιάμεσο 
μεσολαβητή διαφόρων αποπτωτικών σημάτων (π.χ. Fas, TNF-α, κτλ) και αναστέλλει 
με τον τρόπο αυτό την αποπτωτική της δράση (Κο et al., 2001). Η αλληλεπίδραση της 
GlnRS με την ASK1 ενισχύεται από το υπόστρωμά της (γλουταμίνη), το οποίο 
θεωρείται αντιαποπτωτικό αμινοξύ.
Τέλος, η ανθρώπινη LysRS, διαδραματίζει σημαντικό ρόλο κατά τη 
συναρμολόγηση των νέων ιϊκών σωματιδίων του ιού της ανθρώπινης 
ανοσοανεπάρκειας (HIV). Συγκεκριμένα, κατά το πακετάρισμα των νέων ιϊκών 
σωματιδίων η LysRS αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη Gag του HIV (Halwani et al., 
2004), και ενσωματώνεται στα νέα ιϊκά σωματίδια του HIV. Το γεγονός αυτό 
διευκολύνει το ομότυπο tRNALys να εισέλθει στα σωματίδια του ιού και να 
χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια ως εκκινητής για την έναρξη της αντιστροφής 
μεταγραφής του γονιδιώματος του ιού (Javanbakht et al., 2002).
Πυρηνικές: Πρόσφατα έχει δειχθεί ότι κάποιες συνθετάσες του αμινοάκυλο- 
tRNA μπορούν να εντοπίζονται στο εσωτερικό του πυρήνα, όπου συμβάλλουν στη 
βιογένεση του rRNA. Η ανθρώπινη MetRS διαθέτει 2 NLS (Nuclear Localization 
Signals, σήματα πυρηνικού εντοπισμού), και με τον τρόπο αυτό εισέρχεται στον 
πυρήνα και στη συνέχεια στον πυρηνίσκο του κυττάρου. Όταν τα κύτταρα βρίσκονται
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στη φάση του πολλαπλασιασμού, πιστεύεται ότι η MetRS προάγει την βιογένεση του 
rRNA, με άγνωστο προς το παρόν μηχανισμό (Κο et al., 2000). Κατά ανάλογο τρόπο, 
και η TyrRS του ανθρώπου μεταφέρεται στο εσωτερικό του πυρήνα ενισχύοντας τη 
σύνθεση του rRNA στο πυρηνίσκο (Κο et al., 2000).
Τέλος, η ανθρώπινη LysRS συνθέτει την τετραφωσφορική διαδενοσίνη 
(Αρ4Α) και συντελεί με τον τρόπο αυτό στην ενεργοποίηση της μεταγραφής 
συγκεκριμένων γονιδίων των μαστοκυττάρων (Lee et al., 2004). Πιο συγκεκριμένα, 
σε λευχαιμικά κύτταρα που βρίσκονται σε λανθάνουσα κατάσταση, η LysRS 
σχηματίζει τριμερές σύμπλοκο με τον MITF (Microphthalmia transcription factor) και 
την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη Hint, ενώ η δράση του μεταγραφικού παράγοντα 
MITF αναστέλλεται διαμέσου αλληλεπίδρασης με τη Hint. Κατά την ενεργοποίηση 
της ανοσολογικής απάντησης, η LysRS παράγει τετραφωσφορική αδενοσίνη, η οποία 
προσδένεται στη Hint και απελευθερώνει το μεταγραφικό παράγοντα MITF, ο οποίος 
με τη σειρά του ενεργοποιεί τα γονίδια-στόχους στα μαστοκύτταρα.
1.2.7. Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA συνθετασών ως φαρμακευτικοί 
στόχοι
Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA αποτελούν σήμερα αντικείμενο μελέτης 
με σκοπό την κατασκευή αντιβιοτικών ενάντια σε διάφορους παθογόνους 
μικροοργανισμούς (π.χ. Ε. faecalis, S. aureus, S. pneumoniae, H. pylori, Μ. 
tuberculosis, C. albicans κτλ). Πιο συγκεκριμένα, αυτή η κατηγορία ενζύμων 
αποτελεί αντικείμενο συστηματικής μελέτης για πολλά χρόνια και έχει αποδώσει 
μεγάλο πλούτο πληροφοριών σχετικά με τη δομή και το μηχανισμό της δράσης τους. 
Με τον τρόπο αυτό έχουν χαρακτηριστεί με μεγάλη λεπτομέρεια οι δομικές και 
λειτουργικές διαφορές ανάμεσα στις συνθετάσες των προκαρυωτών και των 
ευκαρυωτών, οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την κατασκευή καινούριων 
αντιβιοτικών που θα στοχεύουν στην εκλεκτική αναστολή της δράσης μόνο των 
προκαρυωτικών συνθετασών.
Κλασικό παράδειγμα αυτή της κατηγορίας αντιβιοτικών αποτελεί το 
ψευδομονικό οξύ (pseudomonic acid, mupirocin), το οποίο είναι εκλεκτικός 
αναστολέας της συνθετάσης της ισολευκίνης (IleRS) διαφόρων Gram (+) (S. aureus, 
S. epidermalis, 5. saprophylicus) αλλά και Gram (-) (H. influenzae, N. gonorrhoeae, 
N. meningitidis) παθογόνων μικροοργανισμών. To αντιβιοτικό αυτό εμφανίζει 
περίπου 8000 φορές μεγαλύτερη συγγένεια προς την IleRS των βακτηρίων σε σχέση
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με την αντίστοιχη συνθετάση των ευκαρυωτικών κυττάρων (Hughes and Mellows, 
1980). Εντούτοις, η χαμηλή συστηματική βιοδιαθεσιμότητα περιορίζει τη χρήση του 
μόνο σε εξωτερικές εφαρμογές, όπως είναι για παράδειγμα οι λοιμώξεις του δέρματος 
από τον S. aureus.
Ένα άλλο αντιβιοτικό αυτής της κατηγορίας είναι το CB432, ένα συνθετικό 
ανάλογο του ισολευκινυλο-αδενυλικού, που αποτελεί το προϊόν ενεργοποίησης της 
ισολευκίνης και το ενδιάμεσο προϊόν της αμινοακυλίωσης του ομότυπου tRNA από 
τη συνθετάση της ισολευκίνης. To CB432 αλληλεπιδρά 60-1100 φορές πιο ισχυρά με 
την IleRS των παθογόνων μικροοργανισμών σε σύγκριση με αυτή του ανθρώπου 
(Schimmel, Tao and Hill, 1998), και είναι δραστικό ενάντια στους μικροοργανισμούς 
S. aureus, S. pyogenes και Ε. coli. Παρόλα αυτά, η χαμηλή του βιοδιαθεσιμότητα 
εξαιτίας της αλληλεπίδρασης του με την λευκωματίνη του ορού, επιβάλλει τη χρήση 
του σε υψηλές και τοξικές για τον ανθρώπινο οργανισμό συγκεντρώσεις, και δεν έχει 
επιτρέψει για το λόγο αυτό τη χρήση του στον άνθρωπο.
Συνοψίζοντας, οι συνθετάσες του αμινοακυλο-tRNA εξακολουθούν να 
βρίσκονται στο επίκεντρο της έρευνας για τη δημιουργία νέων αντιβιοτικών, πέρα 
από τις χαρακτηριστικές περιπτώσεις που αναφέρθηκαν παραπάνω.
1.3. Σύμπλοκα των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA
1.3.1. Σύμπλοκα των συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA στους ανώτερους 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς
Στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς έχει ανακαλυφθεί ότι κάποιες 
συνθετάσες οργανώνονται σε σύμπλοκα μεγάλου μοριακού βάρους (Mirande 1991; 
Kisselev and Wolfson 1994; Yang 1996). Δύο τύποι συμπλοκών έχουν χαρακτηριστεί 
μέχρι σήμερα: ο πρώτος τύπος είναι ένα πενταμερές σύμπλοκο που αποτελείται από 
τη συνθετάση της βαλίνης (ValRS) και τις τέσσερις υπομονάδες (α,β,γ,δ) του 
παράγοντα επιμήκυνσης της μετάφρασης EF-1H. Ο δεύτερος τύπος είναι ένα 
πολυενζυμικό σύμπλοκο που περιλαμβάνει εννιά συνθετάσες (GlnRS, ProRS, IleRS, 
LeuRS, MetRS, GluRS, LysRS, ArgRS και AsnRS), καθώς και τρεις μη καταλυτικές 
πρωτεΐνες (ρ 18, ρ38 και ρ43). Το παραπάνω σύμπλοκο υπάρχει σε όλα τα μετάζωα, 
από τα αρθρόποδα μέχρι και τα θηλαστικά, και εξελικτικά η εμφάνιση του 
τοποθετείται ταυτόχρονα με την εμφάνιση ευδιάκριτων μοτίβων πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων, καθώς και ενός πολυπεπτιδίου με δύο καταλυτικές δράσεις, της 
διπλής συνθετάσης γλουταμινικού και προλίνης (GluProRS) (Mirande, 2003).
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Το σύμπλοκο της ValRS με τον παράγοντα επιμήκυνσης είναι το λιγότερο 
μελετημένο από τα δύο. Υπεύθυνη για τη συμμετοχή της ValRS στο σύμπλοκο είναι 
η Ν-τελική της προέκταση (σε σχέση με την ορθόλογη συνθετάση των 
προκαρυωτών), μήκους περίπου 300 αμινοξικών καταλοίπων (Bee and Waller, 1989). 
Από αυτά, τα 200 πρώτα κατάλοιπα υιοθετούν μια αναδίπλωση τύπου GST (Bee et 
al., 1994) που είναι υπεύθυνη για την δημιουργία πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, 
όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Παρόμοια δομική επικράτεια υπάρχει και στην 
υπομονάδα γ του παράγοντα επιμήκυνσης, που επίσης ανήκει στο σύμπλοκο (Bee et 
al., 1994). Τα υπόλοιπα 100 κατάλοιπα της Ν-τελικής προέκτασης της ValRS 
περιλαμβάνουν μια δομική επικράτεια Κ πλούσια σε κατάλοιπα λυσίνης που 
διευκολύνει την πρόσδεση μορίων tRNA (Bee and Waller, 1989).
Όσον αφορά το δεύτερο και καλύτερα μελετημένο πολυενζυμικό σύμπλοκο, η 
πρώτη αναφορά της ανακάλυψης του τοποθετείται πριν από τέσσερις και πλέον 
δεκαετίες (1963). Η απομόνωση ενός συμπλόκου μεγάλου μοριακού βάρους, μετά 
από φυγοκέντρηση ομογενοποιήματος ηπατικών κυττάρων, είχε ως αποτέλεσμα την 
αύξηση της ενσωμάτωσης αμινοξέων σε ένα σύστημα πρωτεϊνοσύνθεσης ελεύθερου 
κυττάρων (Hoagland and Askonas 1963). Αρχικά αυτή η δράση αποδόθηκε στο 
mRNA. Στη συνέχεια, προσπάθειες απομόνωσης διάφορων συνθετασών από κύτταρα 
ευκαρυωτών είχαν ως αποτέλεσμα τη συν-απομόνωση τους μαζί με άλλες 
συνθετάσες, δείχνοντας ότι τα ένζυμα αυτά εντός του κυτταροπλάσματος δεν 
βρίσκονται ως μονομερή και οργανώνονται σε σύμπλοκα (Vennegoor and 
Bloemendal 1972; Sorn and Hardesty 1975). Μετά από βελτιστοποίηση των 
συνθηκών απομόνωσης, έγινε δυνατή η απομόνωση ενός συμπλόκου που περιείχε τις 
καταλυτικές δράσεις εννιά συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA, από διάφορους 
ιστούς και οργανισμούς (από τη δροσόφιλα μέχρι και τον άνθρωπο) (Brevet et al., 
1982; Kellermann et al., 1982; Mirande et al., 1985; Cirakoglu and Waller 1985; 
Norcum, 1989; Kerjan et al., 1994).
To μοριακό βάρος του συμπλόκου, όπως προκύπτει από άθροιση των 
μοριακών βαρών των πρωτεϊνών του συμπλόκου, αντιστοιχεί σε 1,5 MDa. Το 
αποτέλεσμα αυτό συμφωνεί με τις παλαιότερες εκτιμήσεις, δηλαδή με μοριακό βάρος 
της τάξης ΙΟ6 Da, όπως προκύπτει από αναλυτική χρωματογραφία μοριακής διήθησης 
(Kellermann et al., 1982), με συντελεστή καθίζησης της τάξης 18-24S (Cirakoglu and 
Waller 1985), και με ένα σωματίδιο σχήματος U και διαστάσεων 27 x 27 ηΜ 
(Kusama-Eguchi et al., 1991).
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1.3.2. Οργάνωση του πολυενζυμικού συμπλόκου
Η αδρή μορφολογία του συμπλόκου (Ενκ. 14) έχει προσδιοριστεί με 
ηλεκτρονική μικροσκοπία (Norcum 1989; Norcum and Boisset 2002; Wolfe et al., 
2005). Επίσης, το σύμπλοκο έχει απομονωθεί μέχρι σήμερα από διάφορους ιστούς 
θηλαστικών (Brevet et al., 1982; Kellermann et al., 1982; Cirakoglu and Waller 
1985), καθώς και από κύτταρα καλλιεργειών (Mirande et al., 1985b; Norcum et al., 
1989). Σε όλες τις περιπτώσεις κατά την ανάλυση με SDS-PAGE προέκυψαν 
παρόμοια πρότυπα, αποτελούμενα από 11 πολυπεπτίδια μοριακού βάρους 18-150 
kDa (Kerjan et al., 1992, 1994), υποδεικνύοντας ότι το σύμπλοκο έχει σταθερή 
σύσταση.
Εικόνα 14: Ανάλωση της τρισδιάστατης δομής του πολυενζυμικού συμπλόκου των συνθιπασών στον 
άνθρωπο με ηλεκτρονική μικροσκοπία. (Α) Έμπροσθεν άποψη. (Β) Πλιάγια άποψη, μετά από περιστροφή 
δεξιόστροφα κατά 90°. (Γ) Επάνω άποψη. (Lee et al., 2004).
Διάφορες προσεγγίσεις έχουν εφαρμοστεί για τον χαρακτηρισμό της 
οργάνωσης αυτού του συμπλόκου. Αρχικά, έγινε προσπάθεια διαχωρισμού των 
συστατικών του με συνεχόμενες φυγοκεντρήσεις παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων 
φωσφορικών (Dang and Yang 1979), με υδρόφοβη χρωματογραφία (Johnson et al., 
1980) καθώς και με επώαση με χαοτροπικά άλατα και απορρυπαντικά (Sihag and 
Deutscher 1983; Norcum 1991). Με βάση τις παραπάνω μελέτες είχαν προταθεί 
διάφορα προκαταρκτικά μοντέλα για την οργάνωση του συμπλόκου των συνθετασών, 
τα οποία βασίζονταν κατά κύριο λόγο στην παρατήρηση ότι οι συνθετάσες του 
συμπλόκου είναι υδρόφοβες πρωτεΐνες, σε αντίθεση με τις ομόλογες συνθετάσες των 
προκαρυωτών (Cirakoglu and Waller 1985). Σύμφωνα με αυτά, οι συνθετάσες 
ενσωματώνονται στο σύμπλοκο διαμέσου πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ανάμεσα 
στις υδρόφοβες δομικές επικράτειες των πρωτεϊνών του συμπλόκου (Godar et al., 
1988; Cirakoglu et al., 1985). Η συν-απομόνωση λιπιδίων κατά την απομόνωση του 
συμπλόκου (Sivaram et al., 1988; Sivaram and Deutscher 1990) οδήγησε μάλιστα
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στην υπόθεση ότι τα λιπίδια δρουν ως ένα είδος "κόλλας" ενισχύοντας την 
αλληλεπίδραση των επιμέρους συστατικών του συμπλόκου (Deutscher 1984).
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Εικόνα 15: Υποθετικό μοντέλο (δισδιάστατη αναπαράστασιι) της οργάνωσης των συστατικών του 
συμπλόκου των θηλαστικών. Κάποιες από τις αλληλεπιδράσεις που έχουν προσδιοριστεί αναπαρίστανται 
γραφικά, ενώ κάποιες άλλες δεν φαίνονται εξαιτίας των περιορισμών της δισδιάστατης απεικόνισης. (Lee 
et al, 2004).
Αργότερα, οι αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στις πρωτεΐνες του συμπλόκου 
μελετήθηκαν με το σύστημα των δύο υβριδίων (Rho et al., 1996; Quevillon et al.,
1999), ενώ τα επιμέρους συστατικά που βρίσκονται πιο κοντά στο σύμπλοκο 
προσδιορίστηκαν με χημική διασύνδεση (chemical cross-linking) (Norcum and 
Warrington 1998). Πιο συγκεκριμένα, βρέθηκε ότι η ρ38 αλληλεπιδρά ισχυρά με τις 
συνθετάσες ArgRS, AspRS και LysRS, καθώς και την μη καταλυτική πρωτεΐνη ρ43. 
Η ρ43 με τη σειρά της, βρίσκεται στον πυρήνα του συμπλόκου (Norcum and 
Warrington 2000) και αλληλεπιδρά με την ArgRS και την AsnRS. Τέλος, η ρ18 
αλληλεπιδρά με την MetRS (Quevillon et al., 1999). Με βάση τα αποτελέσματα από 
τις παραπάνω μελέτες έχει προταθεί ένα μοντέλο του δικτύου αλληλεπιδράσεων 
ανάμεσα στα συστατικά του συμπλόκου (Εικ. 15).
Η μη καταλυτική πρωτεΐνη ρ38 θεωρείται ότι παίζει το ρόλο ικριώματος και 
είναι υπεύθυνη για τη συναρμολόγηση του συμπλόκου. Σε συμφωνία με το ρόλο της 
αυτό, η πρωτεΐνη ρ38 βρίσκεται σε όλα τα σύμπλοκα των συνθετασών που έχουν 
χαρακτηριστεί μέχρι σήμερα, ενώ γενωμικές αναλύσεις έχουν δείξει ότι απουσιάζει 
από κάθε οργανισμό στον οποίο δεν υπάρχει το σύμπλοκο. Επιπλέον, η απώλεια της 
ρ38 οδηγεί σε αποσυναρμολόγηση του συμπλόκου στα επιμέρους συστατικά του τα
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οποία στη συνέχεια αποδομούνται (Kim et al., 2002). Εκτεταμένη μελέτη των 
πρωτεϊνικών αλληλοεπιδράσεων του συμπλόκου με το σύστημα των δύο υβριδίων 
έδειξε ότι η πρωτεΐνη ρ38 αλληλεπιδρά με τα περισσότερα από τα συστατικά του 
συμπλόκου, εμφανίζοντας ειδικές περιοχές για την αλληλεπίδραση με καθένα από 
αυτά (Quevillon et al., 1999). Αυτό επιτυγχάνεται διαμέσου υδρόφοβων 
αλληλεπιδράσεων, που εξυπηρετούνται από δομικές επικράτειες πλούσιες σε λεύκινη 
ή αλλιώς από μοτίβα φερμουάρ λεύκινης (Quevillon et al., 1999; Ahn et al., 2003).
1.3.3. Άλλες λειτουργίες των μη καταλυτικών πρωτεϊνών του πολυενζυμικού 
συμπλόκου
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, ο βασικός ρόλος των τριών μη καταλυτικών 
πρωτεϊνών του πολυενζυμικού συμπλόκου (ρ43, ρ38 και ρΐ8) είναι η οργάνωση του 
συμπλόκου. Επιπλέον, η ρ43 διαθέτει μια δομική επικράτεια με αναδίπλωση τύπου 
ΟΒ, που έχει την ικανότητα να προσδένει μόρια tRNA και έχει προταθεί ότι 
διευκολύνει την καταλυτική δράση κάποιων συνθετασών του συμπλόκου (Shalak et 
al., 2001). Ωστόσο, εκτός από τις παραπάνω δράσεις που εκπληρώνονται στα πλαίσια 
του συμπλόκου, έχει βρεθεί ότι οι μη καταλυτικές πρωτεΐνες του πολυενζυμικού 
συμπλόκου συμμετέχουν στις διαδικασίες της φλεγμονής, της απόπτωσης και της 
αγγειογένεσης.
ρ43: Η ρ43 έχει βρεθεί ότι συμμετέχει στις διαδικασίες της φλεγμονής και της 
αγγειογένεσης όταν εκκρίνεται από τα κύτταρα ως πλήρους μεγέθους πρωτεΐνη. Πιο 
συγκεκριμένα, η εκκρινόμενη ρ43 δρα ως κυτοκίνη στα κύτταρα της οξείας 
μονοκυτταρικής λευχαιμίας, και ενεργοποιεί τις MAP κινάσες διαμέσου της 
φωσφολιπάσης C-γ, της πρωτεϊνικής κινάσης C και του NFkB. Το τελικό αποτέλεσμα 
είναι η σύνθεση διαφόρων προ-φλεγμονωδών κυτοκινών και χημειοκινών από τα 
μονοκύτταρα, όπως είναι ο TNF-α, η IL-8, η χημειοτακτική πρωτεΐνη των 
μονοκυττάρων (monocyte chemotactic protein - MCP-1) και η IL-Ιβ (Park et al., 
2002; Ko et al., 2001). Επιπλέον, η εκκρινόμενη p43 επάγει την έκφραση του μορίου 
διακυτταρικής προσκόλλησης 1 (Intercellular Adhession Molecule - ICAM-1) και 
διεγείρει με τον τρόπο αυτό την προσκόλληση των μονοκυττάρων στο αγγειακό 
ενδοθήλιο (Park et al., 2002). Τέλος, η εκκρινόμενη πλήρους μεγέθους ρ43 έχει 
βρεθεί ότι σε χαμηλές συγκεντρώσεις προάγει τη μετανάστευση των ενδοθηλιακών 
κυττάρων κατά την αγγειογένεση, ενώ αντίθετα σε υψηλές συγκεντρώσεις προάγει
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την απόπτωση τους, κινητοποιώντας διαφορετικά ενδοκυτταρικά μονοπάτια σε κάθε 
περίπτωση (Park et al., 2002).
Επίσης, η ρ43 συμμετέχει στις διαδικασίες της φλεγμονής και της 
αγγειογένεσης ακόμη και όταν διασπάται σε μικρότερα τμήματα. Πιο συγκεκριμένα, 
το συντηρημένο καρβοξυτελικό τμήμα της ρ43 που περιέχει την επικράτεια τύπου 
ΟΒ (βλέπε παραπάνω), είχε αρχικά απομονωθεί από κύτταρα ινοσαρκώματος ως προ- 
φλεγμονώδης κυτοκίνη. Το τμήμα αυτό της ρ43 προκαλεί χημειοταξία των 
πολυμορφοπύρηνων λεμφοκυττάρων και μονοκύτταρων μακροφάγων του ενδοθηλίου 
και για το λόγο αυτό ονομάστηκε ΕΜΑΡΙΙ (Endothelial Monocyte Activation 
Polypeptide II, Kao et al., 1992). Η πρόδρομη μορφή του παράγοντα ΕΜΑΡΙΙ (pre- 
ΕΜΑΡΙΙ, 34 kDa) υφίσταται πρωτεόλυση ταυτόχρονα με την έναρξη της διαδικασίας 
της απόπτωσης, πιθανότατα διαμέσου της κασπάσης 7 (μέλος της οικογένειας των 
αποπτωτικών πρωτεασών) (Behrensdorf et al., 2000), και ωριμάζει στον παράγοντα 
ΕΜΑΡΙΙ (20 kDa, Knies et al., 1998). To πολυπεπτίδιο αυτό εμφανίζει τις 
προαναφερόμενες δράσεις κυτοκίνης και συντελεί εκτός των άλλων στη χημειοταξία 
των μακροφάγων και την επακόλουθη απομάκρυνση των κυττάρων που υφίστανται 
απόπτωση. Ένα άλλο στοιχείο που εμπλέκει τη C-τελική επικράτεια της ρ43 στη 
διαδικασία της φλεγμονής είναι η μικρή ομολογία με τις ιντερλευκίνες IL-8 και IL-1, 
καθώς και το αντιγόνο II του παράγοντα von Willebrand (Kim et al., 2000). Τέλος, η 
μη συντηρημένη Ν-τελική επικράτεια της ρ43 (μήκους 146 αμινοξέων) έχει δειχθεί 
ότι συμμετέχει στην επούλωση του τραύματος, με τον εξής μηχανισμό: Ο TNF-α που 
απελευθερώνουν τα μακροφάγα στην περιοχή του τραύματος διεγείρει την έκκριση 
της Ν-τελικής επικράτειας της ρ43, με αποτέλεσμα την ενίσχυση του 
πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών και της σύνθεσης του κολλαγόνου (Park et al., 
2005).
Τέλος, υπάρχουν ενδείξεις και για άλλες μη κανονικές δράσεις της ρ43, καθώς 
έχει εντοπιστεί σε αφθονία σε ιστούς εμβρύων ποντικού που πραγματοποιείται 
απόπτωση, καθώς και στις αθηρωσκληρωτικές βλάβες της ανθρώπινης αορτής (Κο et 
al., 2001; Knies et al., 1998).
Γενικά, οι παραπάνω δράσεις της ρ43 σχετίζονται με τη «μη φυσιολογική» 
παρουσία της στον εξωκυττάριο χώρο και εκτός των πλαισίων του πολυενζυμικού 
συ μπλόκου, και είναι ανάλογες με τις εξωκυττάριες μη κανονικές δράσεις των 
συνθετασών που έχουν περιγράφει.
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ρ38: Η μη καταλυτική πρωτεΐνη ρ38 του συμπλόκου των μεταζώων συντελεί 
στη μεταγραφική ρύθμιση ενός γονιδίου απαραίτητου για την ομαλή ανάπτυξη των 
πνευμονικών κυψελίδων. Ο μηχανισμός της ρύθμισης περιλαμβάνει την επαγωγή της 
ρ38 από τον TGF-β και τη μεταφορά της στη συνέχεια στον πυρήνα, όπου 
προσδένεται στην πρωτεΐνη FBP (Kim et al., 2003), ένα μεταγραφικό ενεργοποιητή 
του γονιδίου c-myc (Duncan et al., 1994). Με τον τρόπο αυτό διεγείρεται η 
ουβικιτινίωση της FBP και η αποδόμηση της στο πρωτεόσωμα, και έτσι 
απενεργοποιείται το γονίδιο c-myc, το οποίο είναι απαραίτητο για την διαφοροποίηση 
των κυττάρων τύπου II των πνευμονικών κυψελίδων (Kim et al., 2003). Μεταλλάξεις 
της ρ38 που αναστέλλουν την δράση της, προκαλούν υπερπλασία του πνευμονικού 
επιθηλίου κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη και θάνατο των ποντικών αμέσως μετά τη 
γέννηση τους, εξαιτίας του συνδρόμου αναπνευστικής δυσχέρειας των νεογνών (Kim 
et al., 2003).
Επιπλέον, η ρ38 έχει συσχετιστεί και με διάφορες παθήσεις του νευρικού 
συστήματος. Πιο συγκεκριμένα, έχει προταθεί ότι η ρ38 αποτελεί υπόστρωμα της 
πρωτεΐνης parkin (Ε3 λιγάσης του ουβικιτίνης), η οποία εμπλέκεται στην 
ουβικιτινίωση και αποδόμηση διαφόρων πρωτεϊνών διαμέσου του πρωτεασώματος. 
Παθολογικές μεταλλάξεις της πρωτεΐνης αυτής επάγουν την ενδοκυτταρική 
συσσώρευση τοξικών πρωτεϊνών, οδηγώντας σε κυτταρική απόπτωση και 
προοδευτικό εκφυλισμό των κινητικών νευρώνων (von Coelln et al., 2004). Μάλιστα, 
η p38 έχει δειχθεί ότι σχηματίζει συσσωματώματα σε νευρωνικά κύτταρα μετά από 
υπερέκφραση.
ρ 18: Η μη καταλυτική πρωτεΐνη ρ18 του πολυενζυμικού συμπλόκου 
συμμετέχει στη διαδικασία της επισκευής βλαβών του DNA. Έτσι, σε περίπτωση 
βλάβης του DNA, η ρΐ 8 επάγεται και μεταφέρεται στον πυρήνα όπου ενεργοποιεί, 
διαμέσου της ρ53, τις ATM (ataxia-telangiectasia mutated) και ATR κινάσες σερίνης- 
θρεονίνης, οι οποίες παίζουν ρόλο στη διαδικασία επισκευής του DNA (Park et al., 
2005). Απώλεια της δράσης της ρ18 μετά από ομόζυγη διαγραφή του γονιδίου έχει 
δειχθεί ότι προκαλεί πρόωρο εμβρυϊκό θάνατο στα ποντίκια, ενώ στα ετερόζυγα 
ποντίκια παρατηρήθηκε αυθόρμητη εμφάνιση διαφόρων τύπων όγκων.
1.3.4. Βιολογικός ρόλος του πολυενζυμικού συμπλόκου
Μέχρι σήμερα παραμένει άγνωστος ο ακριβής ρόλος του συμπλόκου των 
συνθετασών και μόνο εικασίες μπορούν να γίνουν. Πιο συγκεκριμένα, οι ρόλοι που
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έχουν αποδοθεί στο πολυενζυμικό σύμπλοκο έχουν να κάνουν με τη αμινοακυλίωση, 
την υποκυτταρική κατανομή των συστατικών του και τη ρύθμιση των μη κανονικών 
τους δράσεων.
Η οργάνωση των συνθετασών σε σύμπλοκα φαίνεται ότι διεγείρει την 
καταλυτική τους δραστικότητα διαμέσου της δράσης επικρατειών που προσδένουν 
tRNA μη ειδικά. Γενικά, έχει βρεθεί ότι η συγκέντρωση των μη αμινοακυλιωμένων 
tRNA στο κυτταρόπλασμα των ευκαρυωτικών κυττάρων είναι ιδιαίτερα χαμηλή αν 
συγκριθεί με την αντίστοιχη των συνθετασών που κινητοποιούνται για την 
αμινοακυλίωση τους. Πιο συγκεκριμένα, υπολογίζεται ότι υπάρχουν 10.000-50.000 
μόρια tRNA ανά κύτταρο (ερυθροκύτταρο κουνελιού) ή 0,5 μΜ (Smith and 
McNamara 1972), από τα οποία μόνο το 5% είναι μη αμινοακυλιωμένα και επομένως 
διαθέσιμα για αμινοακυλίωση από τις συνθετάσες. Η συγκέντρωση αυτών των tRNA 
είναι της τάξης των 0,025 μΜ ή αλλιώς 1-2 τάξεις μεγέθους μικρότερη της 
συγγένειας των καταλυτικών επικρατειών των ομότυπων συνθετασών για αυτά, όπως 
αυτή έχει υπολογιστεί in vitro για διάφορες συνθετάσες (Agou et al., 1996; Lazard et 
al., 2000; Francin et al., 2002; Kaminska et al., 2001). Από τα παραπάνω φαίνεται ότι 
η αποτελεσματικότητα της αμινοακυλίωσης των μορίων tRNA από τις ελεύθερες 
καταλυτικές επικράτειες των συνθετασών θα έπρεπε να είναι εξαιρετικά χαμηλή.
Εντούτοις, κατά τη διάρκεια της εξέλιξης εμφανίστηκαν διάφορες επικράτειες 
που προσδένουν tRNA μη ειδικά και ενσωματώθηκαν σε πρωτεΐνες της συσκευής της 
πρωτεϊνοσύνθεσης. Τέτοιες επικράτειες έχουν βρεθεί σε αρκετές συνθετάσες, όπως η 
AspRS (Frugier et al., 2000; Francin et al., 2002), η GluProRS (Cerini et al., 1991; 
Fett and Knippers 1991), η GlyRS, η HisRS και η TrpRS (Berthonneau and Mirande
2000) των μεταζώων, η MetRS των φυτών (Kaminska et al., 2000), η TyrRS του 
ανθρώπου (Kleeman et al., 1997), καθώς και στις μη καταλυτικές πρωτεΐνες ρ43 του 
συμπλόκου των μεταζώων (Quevillon et al., 1997) και Arclp του S. cerevisiae (Simos 
et al., 1996). Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, πολλές από αυτές τις επικράτειες έχει 
βρεθεί ότι διεγείρουν την καταλυτική δραστικότητα διαφόρων συνθετασών, όταν 
προσφέρονται στις καταλυτικές τους επικράτειες είτε in cis είτε in trans (Frugier et 
al., 2000; Francin et al., 2002; Kaminska et al., 2000, 2001; Chihade and Schimmel 
1999; Simos et al., 1996; Deinert et al., 2001). Επιπρόσθετα, η συσσώρευση πολλών 
επικρατειών που προσδένουν tRNA μη ειδικά, αυξάνει τη συγκέντρωση των μορίων 
tRNA στην εγγύς περιοχή των συνθετασών, αφού μετά την αποδέσμευση τους από 
μια από αυτές πλέον τα μόρια tRNA δεν διαχέονται ελεύθερα και προσδένονται στην
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επόμενη επικράτεια, αυξάνοντας με τον τρόπο αυτό τις πιθανότητες αλληλεπίδρασης 
τους με τις συνθετάσες. Πράγματι, πολλές από τις παραπάνω επικράτειες 
εντοπίζονται στα συστατικά του συμπλόκου των μεταζώων, και το αποτέλεσμα είναι 
ο διαμοιρασμός τους σε όλες τις συνθετάσες του συμπλόκου. Σε συμφωνία με τη 
λογική της κοινής χρήσης αυτών των επικρατειών, η ρ43, που διαθέτει μια τέτοια 
επικράτεια, εντοπίζεται στο κέντρο του συμπλόκου (Norcum and Warrington 2000), 
εξυπηρετώντας ενδεχομένως περισσότερες της μίας συνθετάσες.
Εφόσον λοιπόν η συσσώρευση τέτοιων επικρατειών διεγείρει την καταλυτική 
δράση των συνθετασών, πιθανή συνέπεια αποτελεί η κατεύθυνση της εξελικτικής 
πίεσης προς την οργάνωση κατά το δυνατό περισσότερων συνθετασών σε σύμπλοκο. 
Με βάση αυτή τη στρατηγική, μπορεί να θεωρηθεί ότι η οργάνωση των 
συγκεκριμένων συνθετασών στο πολυενζυμικό σύμπλοκο είναι πιθανότατα απολύτως 
τυχαία και οφείλεται στο γεγονός ότι διέθεταν τις απαραίτητες δομικές επικράτειες 
για να αλληλεπιδράσουν μεταξύ τους.
Σε συμφωνία με τα παραπάνω, έχει διατυπωθεί (Smith 1975) και 
υποστηριχθεί (Negrutskii and Deutscher 1991; Negrutskii et al., 1994; Stapulionis and 
Deutscher 1995) η θεωρία της κατευθυνόμενης μεταφοράς του tRNA διαμέσου 
φορέων κατά τη διαδικασία της πρωτεϊνοσύνθεσης (tRNA channeling), η οποία δεν 
επιτρέπει την ελεύθερη διάχυση του στο κυτταρόπλασμα. Σύμφωνα με τη θεωρία 
αυτή, το tRNA μεταφέρεται από τις συνθετάσες στον παράγοντα επιμήκυνσης και εν 
συνεχεία στο ριβόσωμα, χωρίς ποτέ να διαχέεται στο κυτταρόπλασμα. Αυτό σημαίνει 
ότι η διαθεσιμότητα των μορίων tRNA για αμινοακυλίωση in vivo εξαρτάται από την 
αποτελεσματικότητα της μεταφοράς τους στο παραπάνω κύκλωμα και όχι από τη 
συνολική τους συγκέντρωση. Η συσσώρευση, σε διάφορες πρωτεΐνες του συμπλόκου 
των μεταζώων, δομικών επικρατειών που αλληλεπιδρούν μη ειδικά με μόρια tRNA, 
ακολουθεί ακριβώς την ίδια λογική, αυξάνοντας τη διαθεσιμότητα των ομότυπων 
tRNA και διευκολύνοντας την αμινοακυλίωση τους. Οι πιθανότητες ισχύος της 
παραπάνω θεωρίας και η συμμετοχή του πολυενζυμικού συμπλόκου στο παραπάνω 
κύκλωμα ενισχύονται από διάφορα πειραματικά δεδομένα. Κατ’ αρχήν, έχει βρεθεί 
ότι διάφορες συνθετάσες (AsnRS, PheRS, LeuRS, HisRS, GluProRS, AlaRS, LysRS 
και TrpRS) αλληλεπιδρούν με υπομονάδες του παράγοντα επιμήκυνσης EF-1H. ΕΙ 
υπομονάδα του ευκαρυωτικού παράγοντα επιμήκυνσης EF-la είναι πιθανό να 
έλκεται από τα αμινοακυλο-tRNA, ή να συμμετέχει σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις 
με κάποιες από τις συνθετάσες, όπως αναφέρθηκε παραπάνω για το σύμπλοκο της
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ValRS με τον παράγοντα επιμήκυνσης (Sivaram and Deutscher 1990; Negrutskii and 
Deutscher 1991,1992; Stapulionis and Deutscher 1995). Τέλος, έχει βρεθεί ότι ο 
παράγοντας επιμήκυνσης EF-la διεγείρει τη δράση διάφορων συνθετασών του 
συμπλόκου (Kaminska et al., 2001; Reed et al., 1994; Negrutskii et al., 1999), γεγονός 
που υποστηρίζει την παραπάνω θεωρία. Συνοψίζοντας, η οργάνωση των συνθετασών 
σε σύμπλοκα είναι πολύ πιθανό να οφείλεται στην προσπάθεια του κυττάρου να 
συγκεντρώσει όλους τους παράγοντες που εξυπηρετούν μια δεδομένη εργασία, και 
συγκεκριμένα εδώ την πρωτεϊνοσύνθεση, συνδυάζοντας έτσι την οικονομία με τη 
μέγιστη απόδοση.
Επίσης, η οργάνωση των συνθετασών σε σύμπλοκα έχει προταθεί ότι 
συσχετίζεται και με τη δράση τους στον πυρήνα. Πιο συγκεκριμένα, διάφορες 
συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA έχουν εντοπιστεί στον πυρήνα θηλαστικών 
(Popenko et al., 1994). Πιο πρόσφατα βρέθηκε επίσης ότι το πολυενζυμικό σύμπλοκο 
των συνθετασών των μεταζώων εντοπίζεται και στο εσωτερικό του πυρήνα 
(Nathanson and Deutscher 2000). Ο ρόλος του συμπλόκου στον πυρήνα πιθανότατα 
σχετίζεται με την αμινοακυλίωση των ομότυπων tRNA των συνθετασών, καθώς έχει 
βρεθεί ότι είναι δυνατή η αμινοακυλίωση των tRNA εντός του πυρήνα των 
σπονδυλωτών (Lund and Dahlberg 1998; Arts et al., 1998, βλέπε παρακάτω). Μια 
άλλη πιθανότητα, είναι ότι τα αμινοακυλιωμένα tRNA χρησιμοποιούνται για τη 
διεξαγωγή πρωτεϊνοσύνθεσης στο εσωτερικό του πυρήνα (Iborra et al., 2001), αλλά 
κάτι τέτοιο είναι ιδιαίτερα αμφιλεγόμενο προς το παρόν (Dahlberg, Lund and 
Goodwin 2003; Dahlberg and Lund 2004).
Τέλος, είναι πιθανόν ένας από τους ρόλους του πολυενζυμικού συμπλόκου να 
είναι η διατήρηση των συστατικών του στο εσωτερικό του κυττάρου, ρυθμίζοντας με 
τον τρόπο αυτό τις μη κανονικές δράσεις των συνθετασών και των μη καταλυτικών 
πρωτεϊνών του συμπλόκου. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, διάφορα από τα συστατικά 
του πολυενζυμικού συμπλόκου συμμετέχουν στις διαδικασίες της φλεγμονής και της 
αγγειογένεσης όταν εκκρίνονται από τα κύτταρα. Κατά συνέπεια, η συμμετοχή τους 
στο σύμπλοκο είναι πιθανόν ότι εμποδίζει την έκκριση και δράση τους στα κύτταρα 
στόχους, ρυθμίζοντας με τον τρόπο αυτό τις παραπάνω φυσιολογικές διαδικασίες.
1.4. Η πρωτεΐνη Arclp και το σύμπλοκο του S. cerevisiae
Οι συνθετάσες του αμινοάκυλο-tRNA οργανώνονται σε σύμπλοκα και στους 
κατώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Έτσι, στο S. cerevisiae έχει ανακαλυφθεί
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και χαρακτηριστεί ένα τριμερές σύμπλοκο, που αποτελείται από δύο συνθετάσες, τη 
MetRS και τη GluRS, καθώς και τη μη καταλυτική πρωτεΐνη Arclp. Το σύμπλοκο 
αυτό θεωρείται μια πρόδρομη μορφή του συμπλόκου των ανώτερων ευκαρυωτών.
1.4.1. Η πρωτεΐνη Arclp
Η Arclp ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά με γενετική ανάλυση, ως πρωτεΐνη 
που αλληλεπιδρά με την εξπορτίνη του tRNA Loslp. Το γονίδιο που κωδικοποιεί την 
εξπορτίνη Loslp δεν είναι απαραίτητο για την επιβίωση του S. cerevisiae, και κατά 
τη γενετική ανάλυση αναζητήθηκαν άλλα γονίδια, η απουσία των οποίων το καθιστά 
απαραίτητο. Η γενετική αυτή σχέση (σχέση σύνθετης θνητότητας, synthetic lethality) 
ανάμεσα σε δύο γονίδια αποτελεί ένδειξη είτε φυσικής αλληλεπίδρασης είτε 
λειτουργικής αλληλοεπικάλυψης ανάμεσα στα προϊόντα των γονιδίων. Με τον τρόπο 
αυτό βρέθηκε ένα καινούριο γονίδιο το οποίο ονομάστηκε ARC1 (Aminoacyl-tRNA 
synthetase Cofactor 1) (Simos et al., 1996). To γονίδιο αυτό κωδικοποιεί για την 
πρωτεΐνη Arclp, με φαινομενικό μοριακό βάρος ~45 kDa κατά την ανάλυση με SDS- 
PAGE (Simos et al., 1996).
Πρωτοταγής δομή της Arclp: Ανάλυση της αλληλουχίας της Arclp 
αποκάλυψε ότι πρόκειται για ένα πολυπεπτίδιο μήκους 376 αμινοξικών καταλοίπων 
και μοριακού βάρους 42 kDa. Αποτελείται από τρεις ευδιάκριτες δομικές επικράτειες:
(i) Την αμινοτελική επικράτεια Ν, που περιλαμβάνει τα αμινοξέα 1-133, και 
περιλαμβάνει ένα δομικό μοτίβο χαρακτηριστικό της οικογένειας της τρανσφεράσης 
της γλουταθειόνης (GST). Πρόκειται για μοτίβο που συμμετέχει σε πρωτεϊνικές 
αλληλεπιδράσεις, και παρατηρείται επίσης στην αμινοξική αλληλουχία της Ν-τελικής 
επικράτειας της συνθετάσης GluRS του S. cerevisiae. Όπως ήδη αναφέρθηκε, 
παρόμοια μοτίβα αλληλουχίας διαθέτουν και άλλες συνθετάσες, όπως και μη 
καταλυτικές πρωτεΐνες των συμπλοκών των ανώτερων ευκαρυωτών (ρ 18, ρ38, 
ValRS, EF-la) (Εικ. 16 καιΕικ. 13).
(ii) Τη μεσαία επικράτεια Μ, που περιλαμβάνει τα αμινοξέα 132-200, και είναι 
ιδιαίτερα πλούσια σε κατάλοιπα λυσίνης και αλανίνης (Εικ. 17). Θεωρείται ότι είναι 
υπεύθυνη για την ανάπτυξη ηλεκτροστατικής φύσεως αλληλεπιδράσεων ανάμεσα 
στην Arclp και τα αρνητικά φορτισμένα μόρια tRNA (Simos et al., 1998).
(iii) Την καρβοξυτελική επικράτεια C, που αποτελείται από τα αμινοξέα 201-376 και 
είναι υπεύθυνη για τη γενική σύνδεση μορίων tRNA, αναγνωρίζοντας συγκεκριμένα 
χαρακτηριστικά της συνολικής τους δομής (Simos et al., 1996, 1998). Η επικράτεια
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Εικόνα 16: Σχηματική αναπαράσταση του δομικού μοτίβου της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης που 
εντοπίζεται στις Ν-τελικές επικράτειες της GluRS και της Arclp στον S. cerevisiae. Επάνω: Σχηματική 
αναπαράσταση των αμινοξικών αλληλουχιών της GluRS και της Arclp του S. cerevisiae. Επάνω στην 
GluRS με κουτί γκρι χρώματος αναπαρίσταται η καταλυτική της επικράτεια, ενώ στην Arclp οι επιμέρους 
δομές της C-τελικής του επικράτειας. Με παράλληλη διαγράμμιση αναπαρίσταται το συντηρημένο μοτίβο 
στις δύο πρωτεΐνες. Τα τμήματα του μοτίβου που αντιστοιχούν στις περιοχές μεγάλης ομολογίας είναι 
χρωματισμένα με μαύρο και αριθμημένα Ι-ΙΙί, και παρουσιάζονται αναλυτικά κάτω. Κάτω: Σύγκριση των 
αλλη/.ουχιών των τριών περιοχών μεγάλης ομολογίας που αναφέρθηκαν παραπάνω με τις β και γ 
υπομονάδες του EF-1B του ανθρώπου και του S. cerevisiae, τη CysRS του ποντικού, τη ValRS του 
ανθρώπου, τις ρ18 και ρ38 του κινέζικου χάμστερ, την GluProRS του ανθρώπου, την GluRS του S. 
cerevisiae και την Arclp του S. cerevisiae και του S. pombe. Τα απολύτως συντηρημένα αμινοξικά 
κατάλοιπα σε όλες τις αλληλουχίες απεικονίζονται με μαύρο φόντο ενώ τα μερικώς συντηρημένα με γκρι 
φόντο. (Galani et al., 2001)
αυτή περιλαμβάνει το συντηρημένο δομικό μοτίβο αναδίπλωσης τύπου ΟΒ (βλέπε 
παραπάνω). Το μοτίβο αυτό έχει βρεθεί στην καρβοξυτελική επικράτεια της 
πρωτεΐνης ρ43 (που αντιστοιχεί στον παράγοντα ΕΜΑΡΙΙ), στην καρβοξυτελική
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Εικόνα. 17: (A) Αμινοξική αλληλουχία των τριών επικρατειών Ν, Μ και C της Arclp. Με κόκκινο και 
μπλε φόντο φαίνονται τα κατάλ,οιπα λυσίνης και αλΜνίνης της μεσαίας επικράτειας, ενώ με πράσινο 
φόντο φαίνονται τα συντηρημένα κατάλ,οιπα της C-τελικής επικράτειας ανάμεσα στον άνθρωπο και στον 
S. cerevisiae. (Β) Σχηματική στοίχιση της συντηρημένης αλληλουχίας TRBD της Arclp του S. cerevisiae, 
που αποτελείται από τη μεσαία (Μ) και την C-τελική επικράτεια. Με πράσινο αναπαρίσταται το 
συντηρημένο τμήμα της TRBD που περιλαμβάνει την δομική επικράτεια τύπου ΟΒ, ενώ με κόκκινο 
αναπαρίσταται η μη συντηρημένη και Θετικά φορτισμένη μεσαία επικράτεια της Arclp.
επικράτεια της MetRS των φυτών, του C. elegans και του Ε. coli, στην 
καρβοξυτελική επικράτεια της TyrRS του ανθρώπου, στην αμινοτελική επικράτεια 
της PheRS του Ε. coli, καθώς και στη βακτηριακή πρωτεΐνη Trbplll (Εικ. 17). 
Επίσης, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, το συγκεκριμένο δομικό μοτίβο υπάρχει 
ενσωματωμένο και στην επικράτεια του ενεργού κέντρου τεσσάρων συνθετασών 
(AspRS, AsnRS, PheRS και LysRS). Η Μ- και C-τελική επικράτεια της Arclp 
προσδένουν tRNA με συνεργατική δράση και εφεξής θα αναφέρονται ως TRBD 
(tRNA Binding Domain, επικράτεια πρόσδεσης tRNA, Simos et al., 1998). Μάλιστα, 
σε συνθήκες ανταγωνισμού δείχνουν ιδιαίτερη προτίμηση για κάποια συγκεκριμένα 
μόρια tRNA, αλληλεπιδρώντας ίσως με κάποιες συντηρημένες βάσεις της 
αλληλουχίας τους (Deinert et al., 2001). Ανάμεσα σε αυτά τα μόρια tRNA βρίσκονται
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τα tRNAMet καν tRNAGlu, καθώς καν τα ομότυπα tRNA δύο συνθετασών που 
περνέχουν στο ενεργό τους κέντρο το δομνκό μοτίβο ΟΒ που αναφέρθηκε παραπάνω 
(PheRS καν LysRS).
1.4.2. Οργάνωση και δομή του συμπλόκου Arclp/MetRS/GluRS
Γνα την ανακάλυψη πρωτεϊνών που αλληλεπνδρούν με την Arclp in vivo, η 
Arclp εκφράστηκε σε κύτταρα S. cerevisiae ως ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη σε 
σύντηξη με τον επίτοπο PtA καν απομονώθηκε με χρωματογραφία αγχνστείας 
χρησνμοπονώντας στήλη IgG-Sepharose. Ανάλυση των κλασμάτων έκλουσης της 
στήλης έδενξε ότν η Arclp συν-απομονώθηκε μαζί με 2 πρωτεΐνες με φαννομεννκό 
μορνακό βάρος ~85 kDa. Ανάλυση των πρωτεϊνών με φασματομετρία μαζών οδήγησε 
στην αναγνώρνση δύο συνθετασών του αμννοακυλο-tRNA, της MetRS καν της GluRS 
του κυτταροπλάσματος (Simos et al., 1996).
Πρωτοταγής δομή των συνθετασών MetRS και GluRS
Η συνθετάση MetRS του S. cerevisiae ανήκεν στην υπο-τάξη Ια, έχεν μήκος 
751 αμννοξέα καν μορνακό βάρος 85,5 kDa. Η δομή της MetRS παρουσνάζεν μεγάλη 
πονκνλότητα ανάλογα με τον οργαννσμό από τον οποίο έχεν απομονωθεί. Αυτό 
οφείλεταν στην προσάρτηση μη καταλυτνκών επνκρατενών στο Ν- ή στο C-τελνκό του 
καταλυτικού πυρήνα της MetRS. Με βάση τα γενικά δομικά τους χαρακτηριστικά οι 
συνθετάσες MetRS των διάφορων οργανισμών έχουν ταξινομηθεί σε πέντε 
κατηγορίες (Εικ. 18). Η πολυπεπτιδική αλυσίδα της MetRS του S. cerevisiae 
περιλαμβάνει εκτός από το συντηρημένο καταλυτικό της πυρήνα και μια αμινοτελική 
προέκταση μήκους περίπου 200 βάσεων (αμινοξικά κατάλοιπα 1-192), 
χαρακτηριστική των κατώτερων ευκαρυωτών (Ομάδα Ε, Εικ. 18). Η αμινοτελική 
επικράτεια της MetRS του S. cerevisiae δεν παρουσιάζει ομολογία με κάποια άλλη 
γνωστή πρωτεΐνη. Η επικράτεια αυτή είναι υπεύθυνη για την δημιουργία συμπλόκου 
με την Arclp (Simos et al., 1996; Deinert et al., 2000; Galani et al., 2001), ενώ δεν 
συνεισφέρει στην καταλυτική της δράση (Walter et al., 1989). Ν-τελικές προεκτάσεις 
υπάρχουν και στις συνθετάσες MetRS των ανώτερων ευκαρυωτών (Εικ. 18). Η Ν- 
τελική προέκταση της MetRS του ανθρώπου έχει βρεθεί ότι είναι υπεύθυνη για τον 
ομοδιμερισμό της καθώς και για την αλληλεπίδραση της με τις συνθετάσες ArgRS 
και GlnRS (Rho et al., 1999). Μάλιστα, η επικράτεια αυτή υιοθετεί αναδίπλωση 
τύπου GST (Mirande et al., 1982), χαρακτηριστική των πρωτεϊνών που συμμετέχουν
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Εικόνα 18: Σχηματική στοίχιση των αμινοξικών αλληλουχιών της MelRS σε διάφορους οργανισμούς. Ο 
πυρήνας του ένζυμου, χωρίς αμινοτελικές ή καρβοξυτελικές προεκτάσεις, έχει βρεθεί σε οργανισμούς που 
ανήκουν σε όλα τα βασίλεια (Α). Τα περισσότερα ευβακτήρια και κάποια αρχαία διαθέτουν MelRS που 
φέρουν μια επιπρόσθετη C-τελική επικράτεια (Β). Η επικράτεια αυτή είναι υπεύθυνη για το διμερισμό 
τους, και είναι ομόλογη με την πρωτεΐνη Trbpl 11 του A. aeolicus, η οποία επίσης διμερίζεται και μπορεί 
να προσδένει μόρια tRNA. Μια παρόμοια C-τελική επικράτεια, ομάΐωγη της κυτοκίνης ΕΜΑΡΙΙ, είναι 
προσαρτημένη στις ευκαρυωτικές καθώς και σε κάποιες βακτηριακές MelRS (η MelRS των φυτών που 
ανήκει σε αυτή την κατηγορία είναι μονομερές) (Γ). Η ΕΜΑΡΙΙ και η Trbpl 11 έχουν μεγάλ,η ομολογία 
και παρόμοια τριτοταγή δομή. Τέλ,ος, δυο ακόμη διαφορετικοί τύποι MelRS έχουν βρεθεί σε ευκαρυωτικά 
κύτταρα. Η MelRS που διαθέτει μια Ν-τελ,ική προέκταση και μια σύντομη C-τελική προσάρτηση είναι 
μέ/.ος του πολυενζυμικού συ μπλόκου που έχει βρεθεί στους ανώτερους ευκαρυώτες (η Ν-τελική 
επικράτεια είναι υπεύθυνη για την προσάρτηση της στο σύμπλοκο) (Δ). Ένζυμα που διαθέτουν μόνο μια 
Ν-τελακή προέκταση υπάρχουν στον S. cerevisiae στο κυτταρόπλασμα όπου σχηματίζουν σύμπλοκο με την 
GluRS και την Arclp, που είναι ένα ομόλ,ογο της ΕΜΑΡΙΙ, υπεύθυνο για την αναγνώριση και προσφορά 
του tRNA στις δύο συνθετάσες (Ε). (Προσαρμογή από Deniziak and Barciszewski 2001)
σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Αναδίπλωση τύπου GST βρέθηκε ότι υιοθετεί και η 
Ν-τελική επικράτεια της MetRS του S. cerevisiae, όπως προέκυψε μετά από τη λύση
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της κρυσταλλικής της δομής (Simader et al., 2006, βλέπε παρακάτω), παρά τη μικρή 
ομολογία με την αμινοξική της αλληλουχία.
GluRS
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Εικόνα 19: Σχηματική στοίχιση των αμινοξικών αλληλουχιών της GluRS σε διάφορους οργανισμούς. Ο 
καταλυτικός πυρήνας του ένζυμου, χωρίς καμία προέκταση, έχει βρεθεί στους προκαρυώτες (Α). Οι 
κατώτεροι ευκαρυώτες, όπως ο S. cerevisiae, διαθέτουν μια Ν-τελική προέκταση με αναδίπλωση τύπου 
GST, η οποία είναι υπεύθυνη για τη δημιουργία συμπλόκου με τη μη καταλωτική πρωτεΐνη Arclp (Β). 
Τέλος, στους ανώτερους ευκαρυώτες, ο καταλυτικός πυρήνας του ένζυμου βρίσκεται σε σύντηξη με τον 
αντίστοιχο τις συνθετάσης ProRS, σχηματίζοντας τη μοναδική συνθετάση του αμινοακυλο-lRNA που 
περιλαμβάνει δύο καταλυτικές επικράτειες GluProRS (Γ). Στο Ν-τελικό της άκρο υπύφχει μια προέκταση 
με αναδίπλωση τύπου GST, μικρότερου μήκους από την αντίστοιχη του S. cerevisiae, ενώ ανάμεσα στις 
δύο καταλ.υτικές επικράτειες υπάρχει ένα επαναλαμβανόμενο μοτίβο τύπου R μήκους περίπου 50 
αμινοξικών καταλ,οίπων. Το συγκεκριμένο μοτίβο εμφανίζει διαφορετικό αριθμό επαναλήψεων ανάλογα 
με τον οργανισμό (3 επαναλήψεις στον άνθρωπο και 6 επαναλήψεις στη D. melanogaster) και θεωρείται 
ότι είναι υπεύθυνο για την πρόσδεση tRNA (βλέπε παραπάνω).
Η συνθετάση GluRS του S. cerevisiae ανήκει στην υπο-τάξη Ιβ, έχει μήκος 
708 αμινοξέα και μοριακό βάρος 81 kDa. Η GluRS ανήκει σε εκείνη την κατηγορία 
συνθετασών, στις οποίες η σύνδεση του ομότυπου tRNA είναι απαραίτητη για την 
ενεργοποίηση του αμινοξέος, σταθεροποιώντας την πρόσδεση του ΑΤΡ. Η 
πολυπεπτιδική αλυσίδα της GluRS περιλαμβάνει μια αμινοτελική προέκταση μήκους 
περίπου 200 βάσεων (αμινοξικά κατάλοιπα 1-220), η οποία απουσιάζει από τις 
ομόλογες συνθετάσες των προκαρυωτών (Εικ. 19). Η αμινοτελική προέκταση της 
GluRS του S. cerevisiae περιέχει ένα συντηρημένο δομικό μοτίβο τύπου GST, το 
οποίο έχει βρεθεί τόσο στην Arclp όσο και σε άλλες συνθετάσες (Galani et al., 2001, 
βλέπε παραπάνω). Έχει βρεθεί ότι η Ν-τελική επικράτεια της GluRS είναι υπεύθυνη
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για την αλληλεπίδραση με την Arclp (Deinert et al., 2001; Galani et al., 2001). H 
θέση πρόσδεσης της Arclp εντοπίζεται στα αμινοξέα 85-191, τα οποία 
περιλαμβάνουν το συντηρημένο δομικό μοτίβο (Galani et al., 2001). Η περιοχή του 
μορίου της GluRS που περιλαμβάνει τη θέση πρόσδεσης της Arclp περιορίστηκε 
ακόμη περισσότερο (αμινοξικά κατάλοιπα 110-170) με βάση πιο πρόσφατη γενετική 
ανάλυση με τη μέθοδο των δύο υβριδίων (Graindorge et al., 2005). Αξίζει να 
σημειωθεί ότι ένα μοτίβο με αναδίπλωση GST υπάρχει και στο Ν-τελικό άκρο της 
συνθετάσης GluProRS του ανθρώπου (Εικ. 19, Quevillon and Mirande, 1996; 
Quevillon et al., 1999). Όπως ήδη αναφέρθηκε, παρόμοια μοτίβα αλληλουχίας 
διαθέτουν και άλλες συνθετάσες, όπως και μη καταλυτικές πρωτεΐνες των συμπλοκών 
των ανώτερων ευκαρυωτών (ρ18, ρ38, ValRS, EF-la) (Εικ. 16 και Εικ. 13). Μάλιστα 
το συγκεκριμένο μοτίβο έχει βρεθεί ότι συμμετέχει στη δημιουργία του συμπλόκου 
της ValRS με την υπομονάδα γ του παράγοντα επιμήκυνσης (eEF-Ιγ) ( Bee et al., 
1994).
Οργάνωση του συμπλόκου της Arclp: Η οργάνωση του συμπλόκου της Arclp 
οφείλεται στην αλληλεπίδραση των αμινοτελικών επικρατειών των δύο συνθετασών 
με την αντίστοιχη Ν-τελική επικράτεια της Arclp (Εικ. 20). Όσον αφορά την 
αλληλεπίδραση ανάμεσα στην Arclp και την MetRS, έχει βρεθεί ότι η Ν-τελική 
επικράτεια της Arc 1 ρ είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση με τη συνθετάση 
(Simos et al., 1998; Deinert et al., 2000). To ίδιο ισχύει και για τη Ν-τελική 
επικράτεια της MetRS, καθώς σε απουσία της η MetRS δεν μπορεί να σχηματίσει 
σύμπλοκο με την Arclp (Simos et al., 1996), ενώ από μόνη της είναι αρκετή για τη 
δημιουργία συμπλόκου με την Arclp in vitro και in vivo (Deinert et al., 2000; Galani 
et al., 2001). Κάτι παρόμοιο ισχύει και για την αλληλεπίδραση ανάμεσα στην Arclp 
και τη GluRS. Έτσι, η Ν-τελική επικράτεια της Arclp είναι απαραίτητη και αρκετή 
για την αλληλεπίδραση με την GluRS (Simos et al., 1998), ενώ η Ν-τελική επικράτεια 
της GluRS είναι επίσης απαραίτητη και αρκετή για την αλληλεπίδραση με την Arclp 
(Galani et al., 2001). Σε μια προσπάθεια χαρτογράφησης των περιοχών πρόσδεσης 
των συνθετασών επάνω στην Arclp, βρέθηκε ότι τα αμινοξέα 7-32 της Arclp είναι 
απαραίτητα για την αλληλεπίδραση με την MetRS αλλά όχι και με την GluRS (Galani 
et al., 2001). Τέλος, οι δύο συνθετάσες δεν μπορούν να αλληλεπιδράσουν μεταξύ 
τους, και σχηματίζουν σύμπλοκο μόνο διαμέσου της Arclp (Deinert et al., 2000; 
Galani et al., 2001). Σε αντίθεση με την αμινοτελική επικράτεια της Arclp που 
επιτρέπει την αλληλεπίδραση της με τις συνθετάσες, η καρβοξυτελική της επικράτεια
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έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά με μια μικρή ομάδα μορίων tRNA, ανάμεσα στα 
οποία και τα ομότυπα tRNA των συνθετασών MetRS και GluRS. Παρόλα αυτά έχει 
δειχθεί ότι το τριμερές σύμπλοκο της Arclp με τις δύο συνθετάσες έχει τη 
δυνατότητα να συνδέεται αποκλειστικά με τα ομότυπα tRNA, χωρίς ωστόσο να έχει 
διευκρινιστεί αν και τα δύο tRNA μπορούν να προσδένονται ταυτόχρονα στο 
σύμπλοκο (Simos et al., 1998; Deinert et al., 2000).
Εικόνα 20: Σχηματική αναπαράσταση του τριμερούς σνμπλόκου ανάμεσα στο Aral και τις συνθετάσες 
MetRS και GluRS.
Η κρυσταλλική δομή δύο διμερών συμπλοκών, ανάμεσα στην αμινοτελική 
επικράτεια της Arclp και την αντίστοιχη της MetRS ή της GluRS, λύθηκε πρόσφατα 
(Simader et al., 2006). Και οι τρεις δομικές επικράτειες που συμμετέχουν στο 
σχηματισμό του συμπλόκου υιοθετούν αναδίπλωση τύπου GST. Όπως αναφέρθηκε 
παραπάνω, οι αμινοτελικές επικράτειες της Arclp και της GluRS διαθέτουν ένα 
συντηρημένο μοτίβο αλληλουχίας χαρακτηριστικό της οικογένειας της GST, κάτι που 
δεν είναι διακριτό στην αμινοτελική επικράτεια της MetRS κατά τη σύγκριση των 
αλληλουχιών, εξαιτίας της μικρής ομολογίας. Οι αμινοτελικές επικράτειες των δύο 
συνθετασών εμφανίζουν την πλήρη κλασική GST αναδίπλωση, ενώ από την 
επικράτεια της Arclp απουσιάζει το Ν-τελικό α/β μοτίβο.
Η αλληλεπίδραση ανάμεσα στην Arclp και την MetRS προσομοιάζει με το 
κλασσικό ομοδιμερές της GST του Ε. coli, αλλά η έκταση της επιφάνειας
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αλληλεπίδρασης είναι μόνο η μισή (1600 Α2 έναντι 3200 Ά2). Τα αμινοξέα που 
συμμετέχουν σε επαφές είναι 13 για την Arclp και 20 για την MetRS (σε σχέση με τα 
39 κάθε πρωτεΐνης που συμμετέχει στο κλασικό ομοδιμερές της GST του Ε. coli). Ο 
σχηματισμός του συμπλόκου οφείλεται κυρίως σε δυνάμεις Van Der Waals, καθώς το 
70% των αμινοξικών καταλοίπων στις επιφάνειες αλληλεπίδρασης είναι μη πολικά, 
ενώ υπάρχουν και 5 προβλέψεις σχηματισμού δεσμών υδρογόνου. Αντίθετα, η 
αλληλεπίδραση της Arclp με την GluRS μεσολαβείται από ένα νέου τύπου 
ομοδιμερές. Η έκταση της επιφάνειας αλληλεπίδρασης είναι παρόμοια με της MetRS 
(-1600Α2). Ο σχηματισμός συμπλόκου οφείλεται επίσης κατά κύριο λόγο σε 
δυνάμεις Van Der Waals, καθώς το 60% των αμινοξέων των επιφανειών 
αλληλεπίδρασης είναι μη πολικά, ενώ υπάρχουν προβλέψεις για δημιουργία ενός 
δεσμού υδρογόνου και ενός ιοντικού δεσμού. Τέλος, συγκρίνοντας το μέγεθος των 
επιφανειών αλληλεπίδρασης (-1600Α2) με αυτό μόνιμων συμπλοκών ενός κυττάρου 
(>3400Α2) μπορούμε να υποθέσουμε ότι το σύμπλοκο της Arclp δεν είναι απόλυτα 
σταθερό και τα συστατικά του μπορούν να εντοπίζονται στο κύτταρο και σε ελεύθερη 
μορφή.
Συνδυάζοντας τις δομές των διμερών συμπλοκών προτάθηκε ένα μοντέλο για 
τη δομή του τριμερούς συμπλόκου (Εικ. 21). Με βάση αυτό το μοντέλο προβλέπεται 
ότι η αμινοτελική επικράτεια της Arclp διαθέτει δύο ανεξάρτητες θέσεις πρόσδεσης 
για τις συνθετάσες MetRS και GluRS, που περιλαμβάνονται ανάμεσα στα αμινοξέα 
22 έως 48 για την MetRS και ανάμεσα στα αμινοξέα 52 έως 121 για την GluRS. 
Επίσης, η τριτοταγής δομή της Arclp και στα δύο διμερή σύμπλοκα είναι σχεδόν 
ταυτόσημη, γεγονός που υποδεικνύει ότι η πρόσδεση των συνθετασών δεν επάγει 
σημαντικές αλλαγές στη δομή της Arclp και ότι η πρόσδεσή της μιας συνθετάσης 
είναι ανεξάρτητη από την πρόσδεση της άλλης.
1.4.3. Βιολογικός ρόλος του συμπλόκου Arclp/MctRS/GluRS
Ένας πιθανός ρόλος του συμπλόκου είναι η διευκόλυνση της καταλυτικής 
δράσης των συνθετασών MetRS και GluRS. Η αλληλεπίδραση της MetRS με την 
Arclp διεγείρει την καταλυτική της δραστικότητα in vitro (Simos et al., 1996; Simos 
et al., 1998). Αυτό επιτυγχάνεται αυξάνοντας τη συγγένεια της προς το υπόστρωμα 
(tRNA), μειώνοντας δηλαδή δραματικά την Km της αντίδρασης, ενώ η Kcat 
παραμένει πρακτικά αμετάβλητη (Simos et al., 1998). Αντίστοιχα, η αλληλεπίδραση 
της GluRS με την Arclp, αυξάνει σημαντικά την ικανότητα πρόσδεσης του ομότυπου
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tRNA και επίσης διευκολύνει την καταλυτική της δράση in vitro (Deinert et al., 2001; 
Graindorge et al., 2005).
Arclp-N
Εικόνα. 21: Μοντέλο του τριμερούς συμπλόκου ανάμεσα στις Ν-τελικές επικράτειες της Arclp, της 
MetRS και της GluRS. Το μοντέλο προέκυψε μετά από συνδυασμού των μοντέλων των δύο επιμέρους 
διμερών συμπλοκών ανάμεσα στην Ν-τελική επικράτεια της Arclp και την Ν-τελική επικράτεια καθεμιάς 
από τις συνθετάσες. (Simader et al., 2006).
Η Arclp, εκτός από την επίδραση στην καταλυτική δράση των δύο ενζύμων, 
πιθανότατα διαδραματίζει σημαντικό ρόλο και στη ρύθμιση της υποκυτταρικής τους 
κατανομής. Η υποκυτταρική κατανομή της Arclp στο αγρίου τύπου στέλεχος S. 
cerevisiae είναι αποκλειστικά κυτταροπλασματική (Simos et al., 1996; Galani et al.,
2001), εντούτοις είναι πιο έντονη κοντά στον πυρήνα καθώς και στην περιφέρεια του 
(Simos et al., 1996). Η υποκυτταρική κατανομή των δύο συνθετασών στο αγρίου 
τύπου στέλεχος του ζυμομύκητα είναι επίσης αποκλειστικά κυτταροπλασματική. 
Αντίθετα, κάτω από συνθήκες που διαταράσσουν την δημιουργία του συμπλόκου, οι 
συνθετάσες εντοπίζονται και στον πυρήνα (Galani et al., 2001). Κατάργηση της 
αλληλεπίδρασης της Arclp με τις συνθετάσες, σε ένα στέλεχος S. cerevisiae από το 
οποίο έχουν απαλειφθεί οι Ν-τελικές επικράτειες και των δύο συνθετασών MetRS και 
GluRS, δεν μετέβαλλε την υποκυτταρική της κατανομή ακόμη και όταν η Arclp 
συνδέθηκε με ένα ισχυρό σήμα πυρηνικού εντοπισμού (NLS) (Galani et al., 2005). 
Αντίθετα, απουσία της εξπορτίνης Χροίρ, η Arclp-NLS άρχισε να συσσωρεύεται 
στον πυρήνα (Galani et al., 2005). Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω, η Arclp είναι
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πιθανότατα μια πρωτεΐνη που μπορεί να εισέρχεται αλλά και να εξέρχεται από τον 
πυρήνα, και ίσως διαθέτει ένα σήμα πυρηνικού εντοπισμού (NLS) και ένα σήμα 
εξαγωγής από τον πυρήνα (NES), τα οποία όμως δεν έχουν ακόμη χαρακτηριστεί. Η 
ενεργή μέσω Χροίρ εξαγωγή της Arclp από τον πυρήνα μπορεί να είναι ο λόγος που 
και οι δύο συνθετάσες αποκλείονται από τον πυρήνα όταν βρίσκονται σε σύμπλοκο 
μαζί της.
Τέλος, ένας πιθανός ρόλος που έχει προταθεί για το σύμπλοκο της Arclp είναι 
η έξοδος του tRNA από τον πυρήνα. Το γεγονός αυτό υποστηρίχθηκε για πρώτη 
φορά όταν η Arclp βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά γενετικά με την εξπορτίνη Loslp, τη 
βασική εξπορτίνη του tRNA του σακχαρομύκητα (Simos et al., 1996). Συνδυάζοντας 
την τάση των επιμέρους συστατικών του συμπλόκου (Arclp, MetRS και GluRS) να 
εισέρχονται στον πυρήνα και στη συνέχεια να εξέρχονται ως σύμπλοκο (Galani et al., 
2001), με την ικανότητα πρόσδεσης των ομότυπων tRNA (Deinert et al., 2001), έχει 
προταθεί ότι το σύμπλοκο συμμετέχει άμεσα στη διαδικασία της εξαγωγής των 
ομότυπων tRNA από τον πυρήνα.
1.5. Μεταφορά του tRNA από και προς τον πυρήνα και ο ρόλος της 
αμινοακυλίωσης
1.5.1. Μεταφορά πρωτεϊνών μεταξύ κυτταροπλάσματος και πυρήνα
Ο πυρήνας διαχωρίζεται από το κυτταρόπλασμα με ένα στρώμα δύο 
μεμβρανών που αποτελεί τον πυρηνικό φάκελο (nuclear envelope). Η εσωτερική 
μεμβράνη του πυρηνικού φακέλου βρίσκεται σε επαφή με το πυρηνικό έλασμα 
(nuclear lamina), ενώ η εξωτερική μεμβράνη του είναι συνεχόμενη με τη μεμβράνη 
του ενδοπλασματικού δικτύου. Τέλος, το διαμέρισμα ανάμεσα στις 2 μεμβράνες είναι 
συνεχόμενο με τον αυλό του ενδοπλασματικού δικτύου. Οι μεμβράνες του πυρηνικού 
φακέλου διαπερνώνται από τα σύμπλοκα των πυρηνικών πόρων, τα οποία επιτρέπουν 
τη συνεχή μετακίνηση μορίων μεταξύ του κυτταροπλάσματος και του πυρήνα. Στα 
ζωικά κύτταρα κάθε πυρηνικός πόρος έχει μοριακό βάρος 125 MDa, και αποτελείται 
από 50 διαφορετικές πρωτεΐνες, τις νουκλεοπορίνες, οι οποίες οργανώνονται σε 
οκταγωνική συμμετρία. Ο πυρηνικός φάκελος ενός τυπικού κυττάρου θηλαστικών 
περιέχει 3000-4000 πυρηνικούς πόρους. Τα μικρά μόρια (μέχρι 5000 daltons) 
διαχέονται ελεύθερα διαμέσου των πυρηνικών πόρων, με τη βοήθεια ενός 
κυλινδρικού υδάτινου καναλιού διαμέτρου 9 nm. Τα μόρια με μεγαλύτερο μοριακό
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βάρος διέρχονται από τους πόρους ως σύμπλοκα με ειδικές πρωτεΐνες-υποδοχείς 
μεταφοράς.
Η επιλεκτικότητα της μεταφοράς των πρωτεϊνών από και προς τον πυρήνα 
στηρίζεται στην ύπαρξη σημάτων εξαγωγής από τον πυρήνα (Nuclear Export Signals, 
NES) και σημάτων πυρηνικού εντοπισμού (Nuclear Localization Signals, NLS) 
αντίστοιχα. Ένα σήμα εξαγωγής από τον πυρήνα αποτελείται συνήθως από μια 
αλληλουχία περίπου 10 αμινοξέων, και το μόνο κοινό γνώρισμα τέτοιων 
αλληλουχιών σε διαφορετικές πρωτεΐνες είναι ένα μοτίβο από συντηρημένες 
λεύκινες. Αντίθετα, τα σήματα πυρηνικού εντοπισμού που έχουν αναγνωριστεί 
περιέχουν σύντομα μοτίβα πλούσια σε βασικά κατάλοιπα αμινοξέων.
Για να ξεκινήσει η διαδικασία μεταφοράς πρωτεϊνών από και προς τον 
πυρήνα, πρέπει τα αντίστοιχα σήματα να αναγνωριστούν από ειδικές πρωτεΐνες 
υποδοχείς μεταφοράς. Οι υποδοχείς αυτοί έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν με 
τα FG-μοτίβα των νουκλεοπορινών, και επιτρέπουν την διέλευση των 
υποστρωμάτων τους μέσα από το κανάλι των πυρηνικών πόρων. Η μεγαλύτερη τάξη 
των πρωτεϊνικών υποδοχέων μεταφοράς είναι η οικογένεια των ιμπορτινών β 
(importin β-related proteins) ή καρυοφερινών. Υπάρχουν 14 γνωστά μέλη της 
οικογένειας στις ζύμες, πάνω από 20 μέλη στα θηλαστικά, και στο σύνολο τους 
χαρακτηρίζονται ως ιμπορτίνες (importins) ή εξπορτίνες (exportins), ανάλογα με το 
αν μεσολαβούν για την είσοδο ή την έξοδο πρωτεϊνών από τον πυρήνα.
Η ΡαηΟΤΡάση είναι το μόριο κλειδί της πυρηνικής μεταφοράς. Όπως όλες οι 
ΌΤΡασες, μπορεί να εναλλάσσεται μεταξύ δυο μορφών, ανάλογα με το αν είναι σε 
σύμπλοκο με το GDP ή το GTP. Η αλληλομετατροπή των δύο μορφών γίνεται από 
δυο ρυθμιστικές πρωτεΐνες, την κυτταροπλασματική πρωτεΐνη RanGAP (GTPase 
Activating Protein γνωστή και ως Rnalp στις ζύμες), η οποία οδηγεί σε υδρόλυση του 
GTP και σε μετάπτωση της RanGTP μορφής σε RanGDP, και την πυρηνική RanGEF 
(Guanine Exchange Factor) ή RCC1 που οδηγεί στην ανταλλαγή του GDP από GTP. 
Η χωροταξική οργάνωση των παραπάνω πρωτεϊνών επιτρέπει στο κυτταρόπλασμα να 
περιέχει μόνο τη RanGDP και στον πυρήνα να περιέχει τη RanGTP μορφή. Όταν μια 
ιμπορτίνη βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα έχει την ικανότητα να σχηματίζει σύμπλοκο 
με μια πρωτεΐνη φορτίο που διαθέτει ένα NLS και να το μεταφέρει στο εσωτερικό του 
πυρήνα. Μετά τη μεταφορά του συμπλόκου ιμπορτίνης-υποστρώματος στον πυρήνα, 
η Ran-GTP προσδένεται στην ιμπορτίνη, προκαλώντας απελευθέρωση του φορτίου
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Cytoplasm
Εικόνα. 22: Μηχανισμός μετακίνησης πρωτεϊνών μέσω ιμπορτινών και Ran στον πυρήνα.
της, ενώ το σύμπλοκο ιμπορτίνης/RanGTP επιστρέφει στο κυτταρόπλασμα. Εκεί, με 
τη βοήθεια της RBP (Ran Binding Protein) και της RanGAP, η Ran μεταπίπτει στη 
RanGDP μορφή της, και έτσι αποσυνδέεται από την ιμπορτίνη, η οποία στη συνέχεια 
μένει ελεύθερη για να εκτελέσει ένα νέο κύκλο (Εικ. 22).
Cytoplasm
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Σύμφωνα με το υπάρχον μοντέλο, ένα NES προάγει την έξοδο μιας 
πρωτεΐνης από τον πυρήνα διαμέσου πρόσδεσης της σε μια εξπορτίνη, μόνο όταν 
αυτή είναι σε σύνδεση με τη Ran-GTP. Όταν το παραπάνω τριμερές σύμπλοκο 
φτάσει στο κυτταρόπλασμα, η RanGAP προκαλεί υδρόλυση του GTP και 
απελευθέρωση του φορτίου και της Ran-GDP. Τέλος, η ελεύθερη εξπορτίνη, 
μεταφέρεται πίσω στον πυρήνα, και είναι σε θέση πλέον για ένα νέο κύκλο 
μεταφοράς (Εικ. 23)
1.5.2. Έξοδος του tRNA από τον πυρήνα
Η έξοδος του tRNA από τον πυρήνα δείχθηκε για πρώτη φορά ότι είναι 
αποτέλεσμα ενεργού μεταφοράς με τη βοήθεια ειδικού υποδοχέα πριν από δύο 
δεκαετίες (Tobian et al., 1985). Αρκετά χρόνια αργότερα χαρακτηρίστηκε ο 
παραπάνω υποδοχέας με βάση τις γενικές ιδιότητες μιας εξπορτίνης, δηλαδή την 
ικανότητα αλληλεπίδρασης με τις πρωτεΐνες του συμπλέγματος των πυρηνικών 
πόρων (νουκλεοπορίνες) και την εξαρτώμενη από τη Ran-GTP πρόσδεση του 
φορτίου της (tRNA). Ο υποδοχέας αυτός ανήκει στην οικογένεια της ιμπορτίνης β, 
και είναι στα κύτταρα των θηλαστικών η εξπορτίνη-t ή Xpo-t (Arts et al., 1998a; 
Kutay et al., 1998), και στο S. cerevisiae η πρωτεΐνη Loslp (Hellmuth et al., 1998; 
Sarkar and Hopper 1998). Η ανακάλυψη της Loslp είχε γίνει πριν από δύο και πλέον 
δεκαετίες, χωρίς ωστόσο να είναι γνωστός ο ρόλος της στη μεταφορά του tRNA 
(Hopper et al., 1978, 1980).
H Xpo-t αποτελεί το βασικό μεταφορέα εξόδου του tRNA από τον πυρήνα 
στα κύτταρα των σπονδυλωτών. Η Xpo-t προσδένει μόρια tRNA χωρίς τη 
μεσολάβηση κάποιου προσαρμοστή και με μηχανισμό που εξαρτάται από την 
ταυτόχρονη πρόσδεση Ran-GTP (Arts et al., 1998a; Kutay et al., 1998). Επίσης έχει 
δειχθεί ότι αλληλεπιδρά in vitro με διάφορες νουκλεοπο ρίνες (Kuersten et al., 2002). 
Η Xpo-t αναγνωρίζει συγκεκριμένες δομές του μορίου tRNA (τον βραχίονα-δέκτη 
και τον βραχίονα TTC), ενώ εξίσου σημαντική είναι και η συνολική τριτοταγής του 
δομή (Arts et al., 1998). Η ωρίμανση των 3' και 5’ άκρων των πρόδρομων tRNA 
είναι απαραίτητη για την έξοδο τους από τον πυρήνα, ενώ σημαντικό ρόλο φαίνεται 
να διαδραματίζουν και κάποιες τροποποιήσεις (Arts et al., 1998b; Lipowsky et al., 
1999). Από τα παραπάνω φαίνεται ότι η Xpo-t προάγει την έξοδο ώριμων tRNA στο 
κυτταρόπλασμα. Αντίθετα, η Xpo-t δεν μπορεί να διακρίνει τα μόρια tRNA που 
έχουν υποστεί μάτισμα (Arts et al., 1998b; Lipowsky et al., 1999). Τέλος, αναστολή
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της δράσης της Xpo-t μειώνει δραματικά χωρίς να αναστέλλει πλήρως την έξοδο 
μορίων tRNA από τον πυρήνα, και το γεγονός αυτό αποτελεί ένδειξη ότι το μονοπάτι 
εξόδου tRNA που ενέχει την Xpo-t στα σπονδυλωτά δεν είναι το μοναδικό (Arts et 
al., 1998b; Lipowsky et al., 1999).
H Loslp αποτελεί την εξπορτίνη που χρησιμοποιείται από το βασικό μονοπάτι 
εξόδου μορίων tRNA από τον πυρήνα του S. cerevisiae. Η Loslp είναι η ορθόλογη 
πρωτεΐνη της Xpo-t στον S. cerevisiae, παρά την μικρή ομοιότητα των αλληλουχιών 
τους (-21%). Η Loslp έχει δειχθεί ότι προσδένει το tRNA με μηχανισμό που 
εξαρτάται από την Ran-GTP, και ότι αλληλεπιδρά με τις νουκλεοπορίνες Nup2p και 
Nsplp (Hellmuth et al., 1998), διαθέτοντας όλα τα στοιχεία που χαρακτηρίζουν μια 
εξπορτίνη. Το μονοπάτι που ενέχει την εξπορτίνη Loslp φαίνεται ότι δεν είναι το 
μοναδικό που υπάρχει στον S. cerevisiae. Γενετική ένδειξη αποτελεί το γεγονός ότι το 
γονίδιο LOS1 δεν είναι απαραίτητο για την επιβίωση των κυττάρων του S. cerevisiae 
(Hurt et al., 1987). Ένα εναλλακτικό μονοπάτι εξόδου του tRNA από τον πυρήνα του 
S. cerevisiae έχει προταθεί ότι ενέχει τον παράγοντα επιμήκυνσης eEFla. Πιο 
συγκεκριμένα, έχει βρεθεί ότι υπερέκφραση του eEFla αντισταθμίζει την απουσία 
της εξπορτίνης Loslp στα κύτταρα S. cerevisiae, ενώ αντίθετα μεταλλάξεις του 
eEFla δυσχεραίνουν την εξαγωγή του tRNA από τον πυρήνα (Grosshans et al., 
2000).
Η εξπορτίνη 5 και η ομόλογη πρωτεΐνη του S. cerevisiae Msn5p, ανήκουν 
στην οικογένεια των καρυοφερινών και συμμετέχουν επίσης στην έξοδο του tRNA 
από τον πυρήνα. Η εξπορτίνη 5 αλληλεπιδρά και εξάγει από τον πυρήνα βραχίονες 
δίκλωνου RNA μήκους >14 νουκλεοτιδίων, στο 3’ άκρο των οποίων προεξέχει ένα 
μονόκλωνο τμήμα μήκους 3-8 νουκλεοτιδίων (Gwizdek et al., 2001). Τα 
χαρακτηριστικά αυτά συσχετίζονται με το βραχίονα-δέκτη του tRNA, και πράγματι 
βρέθηκε ότι το μονοπάτι αυτό χρησιμοποιείται και για την έξοδο tRNA από τον 
πυρήνα (Bohnsack et al., 2002; Calado et al., 2002; Gwizdek et al., 2003). Επίσης, το 
συγκεκριμένο μονοπάτι χρησιμοποιείται και για την έξοδο του eEF-lA από τον 
πυρήνα (Bohnsack et al., 2002; Calado et al., 2002). Η εξπορτίνη 5 εμφανίζει 
μικρότερη συγγένεια για τα μόρια tRNA σε σύγκριση με την Xpo-t, με αποτέλεσμα 
να θεωρείται μικρότερης σημασίας μονοπάτι εξόδου tRNA από τον πυρήνα (Calado 
et al., 2002). Καταστολή της Msn5p δεν προκαλεί συσσώρευση του tRNA στον 
πυρήνα (Feng and Hopper 2002), εντούτοις σε ταυτόχρονη καταστολή της εξπορτίνης 
Loslp η έξοδος του tRNA από τον πυρήνα επιβραδύνεται (Takano et al., 2005). Με
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βάση τα παραπάνω δεδομένα, η Msn5p εμπλέκεται στην διαδικασία της εξόδου του 
tRNA από τον πυρήνα χωρίς ωστόσο να αποτελεί το κυρίαρχο μονοπάτι.
1.5.3. Ο ρόλος της αμινοακυλίωσης στην έξοδο του tRNA από τον πυρήνα
Τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί ότι η αμινοακυλίωση των μορίων tRNA 
πραγματοποιείται και στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων, με σκοπό τον 
έλεγχο της ωρίμανσης των μορίων tRNA και τη διευκόλυνση της εξόδου τους στο 
κυτταρόπλασμα. Διάφορες συνθετάσες του αμινοάκυλο tRNA έχουν βρεθεί μέχρι 
σήμερα στον πυρήνα τόσο των σπονδυλωτών όσο και του S. cerevisiae (Popenko et 
al., 1994; Ko et al., 2000; Nathanson and Deutscher 2000; Azad et al., 2001; Galani et 
al., 2001). Επιπλέον, πιθανά NLS και των 2 κλασσικών τύπων, έχουν εντοπιστεί in 
silico στις αλληλουχίες 15 κυτταροπλασματικών συνθετασών του S. cerevisiae 
(Schimmel and Wang 1999). Μάλιστα, τα πιθανά αυτά NLS απουσιάζουν από τις 
αλληλουχίες των ομόλογων συνθετασών του Ε. coli.
Αρχικά βρέθηκε ότι στον πυρήνα των σπονδυλωτών (ωάρια του Xenopus 
laevis) πραγματοποιείται αμινοακυλίωση των νεοσυντιθέμενων μορίων tRNA (Lund 
and Dahlberg 1998; Arts et al., 1998b), η οποία διευκολύνει αλλά δεν είναι 
απαραίτητη για την έξοδό τους στο κυτταρόπλασμα. Στη συνέχεια, το ίδιο βρέθηκε 
ότι ισχύει και για τον S. cerevisiae (Sarkar et al., 1999; Grosshans et al., 2000). Όπως 
έχει ήδη αναφερθεί, για την αμινοακυλίωση ενός μορίου tRNA από την ομότυπη 
σύνθετάση είναι σημαντική, τόσο η ωρίμανση των άκρων του, και κυρίως του 3’ 
άκρου με την προσθήκη της τρινουκλεοτιδικής αλληλουχίας CCA, όσο και η 
συνολική σωστή αναδίπλωση του μορίου. Υπό τη συγκεκριμένη προοπτική, είναι 
εξαιρετικά πιθανό το κύτταρο να χρησιμοποιεί την αμινοακυλίωση ως την τελευταία 
δοκιμασία ελέγχου της ωρίμανσης των νεοσυντιθέμενων μορίων tRNA (Lund and 
Dahlberg 1998; Arts et al., 1998). Επιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι η αμινοακυλίωση των 
νεοσυντειθέμενων tRNA διευκολύνει την έξοδο τους στο κυτταρόπλασμα, χωρίς 
ωστόσο να είναι γνωστό το μονοπάτι της εξόδου που επηρεάζεται (Lund and 
Dahlberg 1998; Arts et al., 1998; Grosshans et al., 2000; Steiner-Mosonyi and 
Mangroo 2004). Υπάρχουν διάφορα παραδείγματα που συνηγορούν υπέρ της 
παραπάνω υπόθεσης. Έχει βρεθεί ότι η TyrRS του S. cerevisiae διαθέτει ένα 
λειτουργικό NLS, και μικρή ποσότητα του ενζύμου απομονώνεται μαζί με τους 
πυρήνες (Azad et al., 2001). Σε περίπτωση μετάλλαξης του NLS, το ποσό της TyrRS 
που απομονώνεται μαζί με τους πυρήνες μειώνεται ενώ ταυτόχρονα παρατηρείται
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συσσώρευση του ομότυπου tRNA της στο εσωτερικό του πυρήνα (Azad et al., 2001). 
Κατ' αναλογία, μεταλλάξεις γονιδίων διαφόρων συνθετασών του S. cerevisiae, π.χ. 
TyrRS, IleRS, MetRS, προκαλούν συσσώρευση κατά κτίριο λόγο των ομότυπων 
tRNA στον πυρήνα (Sarkar et al., 1999), ενώ η χρήση αναστολέα της IleRS προκαλεί 
επίσης συσσώρευση του ομότυπου tRNA στον πυρήνα (Grosshans et al., 2000). 
Τέλος, άλλες συνθήκες που εμποδίζουν την αμινοακυλίωση, όπως η αναστολή της 
προσθήκης της τρινουκλεοτιδικής αλληλουχίας CCA στο 3’ άκρο του tRNA, ή η 
αποστέρηση αμινοξέων από το θρεπτικό μέσο, προκαλούν επίσης συσσώρευση των 
tRNA στον πυρήνα (Sarkar et al., 1999; Grosshans et al., 2000; Feng and Flopper 
2002; Shaheen and Hopper 2005; Takano et al., 2005).
1.5.4. Εναλλακτικά μονοπάτια εξόδου του tRNA από τον πυρήνα
Συνοψίζοντας τα παραπάνω γίνεται φανερό ότι το βασικό μονοπάτι που 
χρησιμοποιείται για την έξοδο του tRNA από τον πυρήνα στα ευκαρυωτικά κύτταρα 
είναι αυτό που περιλαμβάνει την εξπορτίνη Xpo-t/Loslp. Εντούτοις, το γεγονός ότι 
το γονίδιο LOS1 του S. cerevisiae δεν είναι απαραίτητο για την επιβίωση υποδεικνύει 
ότι θα πρέπει να υπάρχει τουλάχιστο ένα εναλλακτικό μονοπάτι. Το μονοπάτι αυτό θα 
μπορούσε να περιλαμβάνει την εξπορτίνη Xpo-5/Msn5p. Τα έως τώρα βιοχημικά 
δεδομένα ωστόσο καταδεικνύουν ότι το συγκεκριμένο μονοπάτι, δεν είναι τόσο 
σημαντικό, τουλάχιστον στον S. cerevisiae, και επομένως θα πρέπει να υπάρχει και 
κάποια άλλη εναλλακτική λύση, η οποία πιθανότατα σχετίζεται με την 
αμινοακυλίωση. Σε αυτό το εναλλακτικό μονοπάτι, εκτός της αμινοακυλίωσης 
φαίνεται ότι εμπλέκεται πληθώρα άλλων παραγόντων που σχετίζονται με την 
ευρύτερη διαδικασία της βιογένεσης του tRNA, από τις τροποποιήσεις των βάσεων 
μέχρι την ωρίμανση των άκρων του. Για παράδειγμα, η συνθετάση της 
ψευδοουριδίνης του S. cerevisiae (Puslp) κωδικοποιείται από ένα μη απαραίτητο 
γονίδιο, αλλά καθίσταται απαραίτητη σε ταυτόχρονη απουσία της εξπορτίνης Loslp 
(Simos et al., 1996; Grosshans et al., 2001). To ίδιο ακριβώς ισχύει και για την Arclp 
(Simos et al., 1996). Επίσης, υπερέκφραση του ενζύμου Ccalp του S. cerevisiae, που 
καταλύει την προσθήκη της αλληλουχίας CCA στο 3' άκρο του tRNA, καταστέλλει 
το μειονέκτημα στην έξοδο του tRNA που παρατηρείται σε περίπτωση απουσίας της 
εξπορτίνης Loslp (Feng and Hopper 2002). To ίδιο ισχύει και για το γονίδιο της 
MetRS (Feng and Hopper 2002). Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι το ένζυμο Ccalp μπορεί 
επίσης να "μπαινοβγαίνει" στον πυρήνα (Feng and Hopper 2002). Τα παραπάνω
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Μονοπάτι Xpo-t/LosI ρ Μονοπάτι ανεξάρτητο Xpo-t/Losl ρ
Αμινοακυλίωση;
I
1 r ?
Αμινοακυλίωση; Αμινοακυλίωση
I 1
ExporLm-t/Los 1 ρ
mzf*
Exportin-5/MsD5p? Cca 1 ρ
Εικόνα 24: Εναλλτχκτικά μονοπάτια εξόδου tRNA από τον πυρήνα. Αριστερά απεικονίζεται το κλασικό 
μονοπάτι της εξόδου tRNA από τον πυρήνα, το οποίο περιλαμβάνει την εξπορτίνη Xpo-t/Loslρ. Δεν είναι 
γνωστό κατά πόσο η αμινοακυλίωση παίζει κάποιο ρόλο στο συγκεκριμένο μονοπάτι, και για το λόγο 
αυτό σημειώνεται με ερωτηματικό. Δεξιά απεικονίζονται τα μονοπάτια εξόδου του tRNA που δεν 
εξαρτώνται από την εξπορτίνη Xpo-t/Losl ρ. Κατ’ αρχήν, η εξπορτίνη Xpo-5/Msn5p αποτελεί μια 
εναλλακτική λύση, αλλά το συγκεκριμένο μονοπάτι δεν φαίνεται να είναι σημαντικό. Τέλος, ένα άλλο πιο 
σημαντικό μονοπάτι εξόδου tRNA εικάζεται ότι υπάρχει, τουλάχιστον στον S. cerevisiae (δεξιά). Τόσο η 
αμινοακυλάωση όσο και το ένζυμο Ccalp είναι αποδεκτό ότι συμμετέχουν στο συγκεκριμένο μονοπάτι, 
χωρίς ωστόσο η ακριβής δράση τους να είναι γνωστή (Προσαρμογή από Hopper and Phizicky 2003).
καθιστούν πιθανή τη συμμετοχή του σε ένα εναλλακτικό μονοπάτι εξόδου tRNA, με 
άμεσο ή έμμεσο τρόπο (ως μόριο προσαρμοστής). Συνοψίζοντας τα παραπάνω, 
εικάζεται ότι η έξοδος του tRNA από τον πυρήνα πραγματοποιείται με τουλάχιστο 
τρία διαφορετικά μονοπάτια (Εικ. 24).
1.5.5. Είσοδος του tRNA στον πυρήνα
Μέχρι πρόσφατα ήταν κοινά αποδεκτό ότι, ένα μόριο tRNA, αφού ωριμάσει
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στον πυρήνα εξέρχεται στο κυτταρόπλασμα για να χρησιμοποιηθεί στη διαδικασία 
της πρωτεϊνοσύνθεσης, χωρίς περιθώρια επιστροφής στον πυρήνα. Ωστόσο, 
πρόσφατα βρέθηκε ότι, τουλάχιστο στο S. cerevisiae, είναι δυνατή η επιστροφή 
ώριμων μορίων tRNA στον πυρήνα (Saheen and Hopper 2005; Takano et al., 2005).
To μάτισμα των πρόδρομων μορίων tRNA στον S. cerevisiae ήταν στη 
βιβλιογραφία στενά συνδεδεμένο, φυσικά και λειτουργικά, με τη διαδικασία της 
εξόδου από τον πυρήνα, για περισσότερο από δύο δεκαετίες. Είχε βρεθεί ότι, 
αναστολή του εξαρτώμενου από τις Ran και Loslp μηχανισμού εξόδου του tRNA ή 
απαλοιφή διαφόρων νουκλεοπορινών, προκαλεί συσσώρευση tRNA με ιντρόνια στο 
εσωτερικό του πυρήνα (Hopper et al., 1978; Hopper et al., 1980; Sharma et al., 1996). 
Επίσης, η συσκευή του ματίσματος (ενδονουκλεάση και λιγάση), με βάση κάποια 
πειραματικά δεδομένα, είχε εντοπισθεί στην εσωτερική μεμβράνη του πυρηνικού 
φακέλου (Peebles et al., 1983; Rauhut et al., 1990, Clark and Abelson 1987; Trotta et 
al., 1997). Τα δεδομένα αυτά τοποθετούσαν χρονικά το μάτισμα μετά την ωρίμανση 
των άκρων και πριν ή κατά τη διάρκεια της διαδικασίας εξόδου στο κυτταρόπλασμα. 
Ωστόσο, πιο πρόσφατα πειραματικά πρότειναν ότι η ενδονουκλεάση του ματίσματος 
του tRNA εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα (Yoshihisa et al., 2003). Αρα, η 
συσσώρευση ώριμου και ματισμένου tRNA στον πυρήνα κατά την αναστολή της 
αμινοκυλίωσης θα μπορούσε να εξηγηθεί μόνο αν το ώριμο tRNA μπορεί να 
εισέρχεται στον πυρήνα (Shaheen and Hopper 2005; Takano et al., 2005).
Η είσοδος του tRNA στον πυρήνα σύμφωνα με τις παραπάνω μελέτες μπορεί 
να γίνει με δύο τουλάχιστον διαφορετικούς τρόπους. Είτε είναι εξαρτώμενη από το 
σύστημα της Ran και χρησιμοποιεί ως υποδοχέα μεταφοράς το μέλος της οικογένειας 
της ιμπορτίνης β MtrlO (Shaheen and Hopper 2005), είτε δεν εξαρτάται από το 
σύστημα της Ran-GTP (Takano et al., 2005).
Ο βιολογικός ρόλος της εισόδου των ώριμων μορίων tRNA στον πυρήνα του 
S. cerevisiae δεν είναι ακόμη ξεκάθαρος, και διάφορες θεωρίες έχουν προταθεί. Μια 
πιθανή εξήγηση είναι ότι η είσοδος στον πυρήνα επιτρέπει στα μόρια του tRNA που 
ωρίμασαν περαιτέρω στο κυτταρόπλασμα (με μάτισμα ή τροποποιήσεις), να εκτεθούν 
στο σύστημα επιτήρησης της ωρίμανσης του tRNA που υπάρχει στον πυρήνα, με 
σκοπό την απομάκρυνση των ελαττωματικών μορίων. Πρόσφατα έχει ανακαλυφθεί 
ένα μονοπάτι αποδόμησης των ανώμαλων και ασταθών μορίων tRNA, που εξαρτάται
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ΠρωιογιΕνή μείάγραφα
Εικόνα 25: Επισκόπηση της μεταφοράς του tRNA από και προς τον πυρήνα σύμφωνα με τα τελευταία 
δεδομένα (Dahlberg and Lund 2005). Τα πρόδρομα μόρια tRNA, ωριμάζουν στο εσωτερικό του πυρήνα 
του S. cerevisiae, και διατηρώντας τα ιντρόνια τους εξέρχονται στο κυτταρόπ/Μσμα χρησιμοποιώντας τις 
εξπορτίνες Loslp και Msn5p, με μηχανισμό που εξαρτάται από το Ran-GTP, ή με κάποιο μη 
χαρακτηρισμένο μηχανισμό που εξαρτάται από την αμινοακυλίωση. Στο κυτταρόπλασμα υφίστανται 
μάτισμα των ιντρονίων και χρησιμοποιούνται τελικά στη μετάφραση. Από το κυτταρόπλΜσμα μπορούν να 
εισέλθουν και πάλα στον πυρήνα, χρησιμοποιώντας είτε τον μηχανισμό της ιμπορτίνης MtrlOp που 
εξαρτάται από το Ran-GTP, είτε κάποιον άλλο που δεν εξαρτάται από το Ran-GTP. Τα ελαττωματικά 
μόρια tRNA αποδομούνται στο σύμπλοκο του πυρηνικού εξωσώματος.
από την πολυ(Α)-πολυμεράση καν παραδίδει τα ελαττωματικά μόρια στο πυρηνικό 
εξώσωμα (Kadaba et al., 2004, 2006). Το πυρηνικό εξώσωμα είναι ένα μεγάλο 
πρωτεϊνικό σύμπλοκο που αποτελείται από τουλάχιστον 10 εξωνουκλεάσες (3’-5’). 
Εκτός αυτού, έχει περιγράφει και ένα δεύτερο μονοπάτι ταχύτερης αποδόμησης 
RNA, ανεξάρτητο της πολυαδενυλίωσης, που απομακρύνει τα υπό-τροποποιημένα 
μόρια tRNA (Alexandrov et al., 2006). Η συγκεκριμένη στρατηγική χρησιμοποιείται 
από το κύτταρο και για άλλα μόρια RNA. Έτσι, τα snRNA αποτελούν ανάλογη 
περίπτωση μορίων RNA, που ωριμάζουν στο κυτταρόπλασμα και στη συνέχεια 
επιστρέφουν στον πυρήνα όπου και εκπληρώνουν το ρόλο τους (Yong et al., 2004). 
Ένα δεύτερο ενδεχόμενο είναι ο διαχωρισμός των παραγόντων της μεταφραστικής 
συσκευής (ριβοσώματα από μόρια tRNA) σε συνθήκες απουσίας όλων των
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απαραίτητων συστατικών της πρωτεϊνοσύνθεσης (π.χ. αμινοξέα), ως αποτρεπτικός 
μηχανισμός της κατασκευής ελαττωματικών πρωτεϊνών. Κατ’ αναλογία, έχει βρεθεί 
ότι σε συνθήκες αποστέρησης θρεπτικών συστατικών, μόρια mRNA αποσύρονται 
από το πεδίο δράσης των ριβοσωμάτων, στα σωμάτια Ρ (Texeira et al., 2005). Επίσης, 
η είσοδος των tRNA στον πυρήνα θα μπορούσε να αποτελεί μηχανισμό επιτήρησης 
της συγκέντρωσης των ομότυπων αμινοξέων στο κυτταρόπλασμα. Η συγκέντρωση 
των αμινοξέων θα μπορούσε να αντανακλάται στον αριθμό των αμινοακυλιωμένων 
μορίων tRNA στο συνολικό πληθυσμό, με σκοπό τη ρύθμιση των μονοπατιών της 
βιογένεσης διάφορων αμινοξέων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η AspRS, η 
οποία προσδένεται σε μια τύπου tRNA δομή που υπάρχει στο 5’ άκρο του mRNA της 
στο εσωτερικό του πυρήνα και το οδηγεί προς αποδόμηση (Qiu et al., 2000). To 
αμινοακυλιωμένο ομότυπο tRNAAsp που υπάρχει στον πυρήνα, ανταγωνίζεται με το 
mRNA για τις θέσεις πρόσδεσης της AspRS, και με τον τρόπο αυτό ρυθμίζει την 
μετάφραση του γονιδίου της (Frugier et al., 2005). Συμπερασματικά, αφού τα επίπεδα 
του αμινοακυλιωμένου tRNAAsp στον πυρήνα είναι αυτά που ρυθμίζουν το παραπάνω 
κύκλωμα, η είσοδος του tRNA είναι ο πιθανός μηχανισμός με τον οποίο ο πυρήνας 
παρακολουθεί την κατάσταση του συγκεκριμένου tRNA στο κυτταρόπλασμα. Μια 
τρίτη και ιδιαίτερα ελκυστική πιθανότητα είναι ότι η είσοδος του tRNA στον πυρήνα 
εξυπηρετεί τις ανάγκες της πρωτεϊνοσύνθεσης στον πυρήνα (Iborra et al., 2001), αλλά 
κάτι τέτοιο είναι ιδιαίτερα αμφιλεγόμενο προς το παρόν (Dahlberg, Lund and 
Goodwin 2003; Dahlberg and Lund 2004).
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ
Οι συνθετάσες του αμινοακυλο-tRNA συνδέουν χα μόρια tRNA με τα 
κατάλληλα αμινοξέα, διασφαλίζοντας με τον τρόπο αυτό την ισχύ του γενετικού 
κώδικα και την πιστότητα της πρωτεϊνοσύνθεσης. Στους ανώτερους ευκαρυώτες οι 
συνθετάσες οργανώνονται σε πολυενζυμικά σύμπλοκα, χωρίς ωστόσο να έχει 
χαρακτηριστεί ο ακριβής τους ρόλος. Η οργάνωση των συνθετασών σε σύμπλοκα 
συμπίπτει εξελικτικά με την προσάρτηση στο μόριο των ευκαρυωτικών συνθετασών 
μη καταλυτικών προεκτάσεων, που εξυπηρετούν τόσο τη δημιουργία πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων όσο και την πρόσδεση μορίων tRNA (Mirande 2003). Στον S. 
cerevisiae υπάρχει ένα τριμερές σύμπλοκο αποτελούμενο από τις συνθετάσες MetRS 
και GluRS καθώς και τη μη καταλυτική πρωτεΐνη Arclp. Το σύμπλοκο αυτό 
θεωρείται ότι αντιπροσωπεύει μια πρόδρομη μορφή του πολυενζυμικού συμπλόκου 
των ανώτερων ευκαρυωτών. Οι δύο συνθετάσες του συμπλόκου του σακχαρομύκητα 
συμμετέχουν και στο πολυενζυμικό σύμπλοκο των ανώτερων ευκαρυωτών, ενώ οι μη 
καταλυτικές Ν-τελικές τους επικράτειες εμφανίζουν ομολογία με διάφορες 
επικράτειες των πρωτεϊνών του πολυενζυμικού συμπλόκου. Επίσης, οι επικράτειες 
της Arclp εμφανίζουν μεγάλη ομολογία με επικράτειες των μη καταλυτικών 
πρωτεϊνών του πολυενζυμικού συμπλόκου. Επομένως, το σύμπλοκο του ζυμομύκητα 
μπορεί να αποτελέσει ένα εύχρηστο πειραματικό μοντέλο για τη μελέτη και εξαγωγή 
συμπερασμάτων σχετικά με τα σύμπλοκα των συνθετασών σε όλους τους 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Η μελέτη του ρόλου των πολυενζυμικών συμπλοκών 
της αμινοακυλίωσης γενικότερα, και των επιπλέον δομικών επικρατειών των 
ευκαρυωτικών συνθετασών ειδικότερα, αποτελεί μέρος της ευρύτερης προσπάθειας 
κατανόησης της οργάνωσης και εξέλιξης του μηχανισμού της πρωτεϊνοσύνθεσης.
Ο πρώτος πειραματικός στόχος της διδακτορικής διατριβής περιλάμβανε τη 
μελέτη του σχηματισμού του συμπλόκου του ζυμομύκητα με ποσοτικό χαρακτηρισμό 
των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων και διερεύνηση τους σε μοριακό επίπεδο. 
Ιδιαίτερα η ανάλυση των αλληλεπιδράσεων σε επίπεδο αμινοξέων δεν έχει 
περιγράφει στο παρελθόν για καμία άλλη περίπτωση συμπλόκου συνθετασών των 
ευκαρυωτών.
Ο δεύτερος πειραματικός στόχος περιλάμβανε τη μελέτη του ρόλου των μη 
καταλυτικών επικρατειών του συμπλόκου. Έχει ήδη βρεθεί ότι οι Ν-τελικές 
επικράτειες της Arclp και των δύο συνθετασών είναι υπεύθυνες για την οργάνωση 
τους σε σύμπλοκο, ενώ η TRBD του Arclp αυξάνει την καταλυτική απόδοση των
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συνθετασών όταν προσφέρεται in trans. Τα παραπάνω προσφέρουν μια ικανοποιητική 
ερμηνεία του βιολογικού ρόλου των προαναφερθέντων μη καταλυτικών επικρατειών 
και του συμπλόκου συνολικά, χωρίς ωστόσο να ξεκαθαρίζουν αν αυτός ο ρόλος είναι 
και ο μοναδικός. Για το λόγο αυτό κατασκευάστηκαν χιμαιρικές πρωτεΐνες με την 
TRBD προσαρτημένη σε συνθετάσες από τις οποίες έλειπαν οι Ν-τελικές τους 
επικράτειες, και εξετάστηκε η ικανότητα των χιμαιρικών πρωτεϊνών να υποκαθιστούν 
τα αντίστοιχα διμερή σύμπλοκα. Απώτερος στόχος είναι η κατασκευή ενός στελέχους 
S. cerevisiae που να αποτελείται από τις δύο χιμαιρικές πρωτεΐνες στη θέση του 
συμπλόκου, έτσι ώστε να κατανοηθεί το πλεονέκτημα που προσφέρει η δημιουργία 
του συμπλόκου.
Συνοψίζοντας, η ανάλυση της οργάνωσης και δράσης του συμπλόκου της 
Arclp έχει στόχο να συντελέσει στην κατανόηση της ευρύτερης λειτουργίας και 
εξέλιξης της πρωτεϊνοσύνθεσης, μιας από τις θεμελιώδεις διαδικασίες για την 
εμφάνιση και εξέλιξη της ζωής.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
2.1. Κλωνοποίηση DNA
Τα πλασμίδια είναι μικρά και κυκλικά μόρια DNA. που έχουν την ικανότητα να 
πολλαπλασιάζονται εντός των βακτηρίων ανεξάρτητα από το γενωμικό τους DNA, 
και φέρουν γονίδια που προσδίδουν στα βακτήρια αντίσταση σε αντιβιοτικά. Η 
κλωνοποίηση DNA σε πλασμιδιακούς φορείς βασίζεται στην ικανότητα του 
πλασμιδιακού DNA να διασπάται σε συγκεκριμένες θέσεις με τη βοήθεια ειδικών 
ενζύμων που ονομάζονται ενδονουκλεάσες περιορισμού. Το γραμμικό πλέον DNA, 
έχει την ικανότητα να συνδέεται με ένα άλλο, επίσης γραμμικό, τμήμα DNA, που έχει 
διασπαστεί από τις ίδιες νουκλεάσες περιορισμού. Το πλασμιδιακό και το ξένο τμήμα 
DNA μπορούν στη συνέχεια να επανακυκλοποιηθούν, μετά από ομοιοπολική 
σύνδεση των άκρων τους, με τη δράση ενός άλλου ενζύμου, της λιγάσης του DNA. 
Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο μπορεί να μετασχηματίσει βακτηριακά κύτταρα, τα 
οποία για την επιλογή τους καλλιεργούνται παρουσία των κατάλληλων αντιβιοτικών.
2.1.1. Πλασμίδια και βακτηριακά στελέχη
2.1.1.1. Φορείς κλωνοποίησης
pETmCN-His6-TEV: Χρησιμοποιήθηκε για την έκφραση ανασυνδυασμένων 
πρωτεϊνών σε βακτήρια, με σκοπό την απομόνωσή τους σε καθαρή μορφή. Ανήκει 
στην κατηγορία των ρΕΤ φορέων, στην οποία τα κλωνοποιημένα γονίδια βρίσκονται 
κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή της Τ7 πολυμεράσης. Το χαρακτηριστικό του 
είναι ότι περιέχει αλληλουχία DNA που κωδικοποιεί για επίτοπο 6 ιστιδινών ανοδικά 
της περιοχής κλωνοποίησης του ενθέματος (multiple cloning site ή MCS), στο 3’ 
άκρο της οποίας υπάρχει θέση πρωτεόλυσης από την πρωτεάση TEV. Χορηγήθηκε 
από το εργαστήριο του Dr Suck.
pEMBLyex-Hiss: Χρησιμοποιήθηκε για την έκφραση ανασυνδυασμένων 
πρωτεϊνών σε κύτταρα ζύμης, με σκοπό την απομόνωση τους σε καθαρή μορφή. 
Ανήκει στην κατηγορία των pEMBL φορέων, στην οποία τα κλωνοποιημένα γονίδια 
βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του υβριδικού υποκινητή GAL10/CYC1. Ο 
υποκινητής αυτός αποτελείται από την UPS και τον προαγωγέα του γονιδίου GAL10 
και την 5' μη μεταφραζόμενη περιοχή του γονιδίου CYC1, και επάγεται από τη 
γαλακτόζη. Το χαρακτηριστικό του είναι ότι περιέχει τμήμα DNA που κωδικοποιεί 
για επίτοπο 8 ιστιδινών ανοδικά της περιοχής κλωνοποίησης του ενθέματος (multiple 
cloning site ή MCS).
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pBluescript SK+: Χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση ενθεμάτων που 
προέρχονται από αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR). Το χαρακτηριστικό του 
είναι ότι η περιοχή κλωνοποίησης του ενθέματος βρίσκεται εντός του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για τη β-γαλακτοσιδάση. Το γεγονός αυτό επιτρέπει στα 
μετασχηματισμένα κύτταρα να μεταβολίζουν την ουσία x-gal, προσδίδοντας τους 
μπλε χρώμα. Σε περίπτωση υποκλωνοποίησης του επιθυμητού ενθέματος 
διαταράσσεται το αναγνωστικό πλαίσιο του γονιδίου και αποτρέπεται η έκφραση της 
β-γαλακτοσιδάσης, οπότε τα κύτταρα αποκτούν το κανονικό τους λευκό χρώμα.
pRS315-P[yjQp]-PtA: Χρησιμοποιήθηκε για την έκφραση ανασυνδυασμένων 
πρωτεϊνών σε κύτταρα ζύμης. Στον φορέα αυτό, τα κλωνοποιημένα γονίδια 
βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του συστατικού υποκινητή της πρωτεΐνης ΝΟΡ του 
πυρηνίσκου. Το χαρακτηριστικό του είναι ότι περιέχει τμήμα DNA που κωδικοποιεί 
για τον επίτοπο PtA ανοδικά του MCS. Άλλα χαρακτηριστικά του αποτελούν η 
παρουσία της αλληλουχίας DNA CEN/ARS που επιτρέπει την αντιγραφή του ως 
χρωμόσωμα του ζυμομύκητα, η παρουσία του γονιδίου LEU2 που επιτρέπει την 
επιλογή αποικιών που περιέχουν το πλασμίδιο σε ένα στέλεχος που εμφανίζει 
αυξοτροφία ως προς τη λεύκινη και η κωδικοποίηση ενός γονιδίου που προσφέρει 
ανθεκτικότητα στην αμπικιλίνη.
pRS315-P]\oPl-GFP: Χρησιμοποιήθηκε επίσης για την έκφραση
ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών σε κύτταρα ζύμης. Είναι παρόμοιος με τον φορέα 
pRS315-P]\[0Pl-PtA, με τη διαφορά ότι περιέχει τμήμα DNA που κωδικοποιεί για 
την πρωτεΐνη GFP ανοδικά του MCS. Επίσης, περιέχει το γονίδιο ADE2 που 
επιτρέπει την επιλογή αποικιών που περιέχουν το πλασμίδιο σε ένα στέλεχος που 
εμφανίζει αυξοτροφία ως προς την αδενίνη.
pASZl 1-PNOP1-GFP: Είναι παρόμοιος με τον φορέα pRS315-PNOPl_GFP·
Πίνακας II: Φορείς κλωνοποίησης
Όνομα Πηγή
pETmCN-His6-TEV EMBL
pBluescript SK(+) Stratagene
pEMBLyex4-Hisg
pRS315-PNOP1 -PtA Hellmuth et al., 1998
pRS315-PNOP1 -GFP Hellmuth et al., 1998
pASZll-PNOpi-GFP
79
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
2.1.1.2. Φορείς με κλωνοποιημένα ενθέματα
Για την κλωνοποίηση και έκφραση διαφόρων πρωτεϊνών σε κύτταρα S. 
cerevisiae και Ε. coli χρησιμοποιήθηκαν οι φορείς έκφρασης με κλωνοποιημένα 
ενθέματα που καταγράφονται στους Πίνακες III και IV.
Πίνακας III: Φορείς με κλωνοποιημένα ενθέματα που επιτρέπουν την έκφραση των πρωτεϊνών στον S.
cerevisiae και είχαν κατασκευαστεί στο παρελθόν.
Όνομα Πηγή
ρ ASZ11 -ΡΝΟρ) -G FP-Arc 1ΔΝ1 (Δ7-32) Galani et al., 2001
pRS315-ARClAN (Δ7-122) Simos e/a/., 1998
pEMBLyex4-His8-MetRS Deinert et al., 2001
pRS315-PNOp]-GFP-MESl Galani et al., 2001
pRS315-PNOPi-PtA-MESl Galani et al., 2001
pRS315-PNOpi-PtA-MetRS-AN(Al 1-185) Galani et al., 200 i
pRS31 5-PNOPi -GFP-MetRS-AN(Al 1-185) Galani et al., 2001
pRS315-PNOPl-PtA-GUSl Galani et al., 2001
pRS315-PNOpi-GFP-GUSl Galani et al., 2001
pRS315-PNOP1 -PtA-GluRS-AN3(A9-191) Galani et al, 2001
pRS315-PNOp i -GFP-GIuRS-AN3(A9-191) Galani et al., 2001
Πίνακας IV: Φορείς με κλωνοποιημένα ενθέματα που επιτρέπουν την έκφραση των πρωτεϊνών στην Ε. 
coli και είχαν κατασκευαστεί στο παρελθόν.
Όνομα nnyn
pET8c-His6-Arclp Simos et al., 1996
pET8c-His6-Arc 1 ρ-ΔΝ(7-122) Simos et al., 1998
pETmCN-His5-TEV-Arclp Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-Arclp(A26R) Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-Arclp(T55R) Simader et al., 2006
pETm CN -H i s6-TE V -Arclp(T55V) Simader et al., 2006
p ETmCN-Hi s6-TE V -Arc 1 p(R 100A) Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-MetRS Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-MetRS-N(l -188) Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-MetRS(F59A) Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-GluRS Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-GluRS-N( 1-207) Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-GluRS(T125R) Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-GluRS(T125V) Simader et al., 2006
pETmCN-His6-TEV-GluRS(Rl 64A) Simader et al., 2006
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2.1.1.3. Βακτηριακά στελέχη
Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν για την έκφραση των 
παραπάνω πλασμιδίων περιγράφονται παρακάτω.
ΤΟΡΙΟ (InVitrogen): Τα κύτταρα αυτά είναι ιδανικά για κάθε σχεδόν 
εφαρμογή κλωνοποίησης.
BL21DE3 (Stratagene): Στο γονιδίωμα τους υπάρχει το DE3 γονίδιο για την 
έκφραση της Τ7 RNA πολυμεράσης το οποίο βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του 
υποκινητή του lac οπερονίου. Χρησιμοποιούνται για την υπερέκφραση γονιδίων που 
βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή της Τ7 RNA-πολυμεράσης (ρΕΤ 
σειρά).
2.1.2. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR)
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης επιτρέπει την ενίσχυση μιας 
αλληλουχίας γενωμικού ή πλασμιδιακού DNA και την ανάκτηση της σε μεγάλες 
ποσότητες με σκοπό τη χρησιμοποίηση της σε πειράματα κλωνοποίησης. Επίσης 
επιτρέπει την προσθήκη στα άκρα της ενισχυμένης αλληλουχίας θέσεων περιορισμού 
με σκοπό την υποκλωνοποίηση της ενισχυμένης αλληλουχίας σε ένα φορέα έκφρασης 
με αντίστοιχες θέσεις περιορισμού. Απαιτεί τη σύνθεση 2 ολιγονουκλεοτιδίων 
μήκους περίπου 20-25 νουκλεοτιδίων, που θα χρησιμοποιηθούν ως εκκινητές για την 
έναρξη της αντιγραφής.
Πραγματοποιήθηκε σε ειδικό δοκιμαστικό σωλήνα, σε τελικό όγκο 50 μΐ, με 
100 ng πλασμιδιακού DNA (εκμαγείο), 1 μμ από κάθε ολιγονουκλεοτίδιο-εκκινητή, 1 
μΐ Vent πολυμεράσης (2 Units/μΐ), 1 μΐ dNTPs (τελική συγκέντρωση 200 μΜ), και 
ρυθμιστικό διάλυμα Thermopol buffer της New England Biolabs. Χρησιμοποιήθηκε 
η Vent πολυμεράση της New England Biolabs, λόγω της χαμηλής συχνότητας 
σφάλματος κατά την αντιγραφή. Προγραμματίστηκε μέθοδος με 30 κύκλους 
πολυμερισμού διάρκειας 2 min 30 sec στους 72 °C, με ενδιάμεσα χρονικά 
διαστήματα 1 min στους 94 °C αποδιάταξης και 1 min στους 48 °C επαναδιάταξης 
του DNA, καθώς και ένα τελευταίο κύκλο πολυμερισμού στους 72 °C για την 
ολοκλήρωση της σύνθεσης τυχόν κομματιών με τμήμα μονόκλωνου DNA. Η μέθοδος 
αυτή χρησιμοποιήθηκε για την ενίσχυση αλληλουχιών DNA για τα πειράματα 
κλωνοποίησης.
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2.1.3. Κατεργασία και ανάλυση ενθεμάτων DNA
2.1.3.1. Πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες
Οποιοδήποτε κομμάτι του DNA μπορεί να κοπεί σε μικρότερα κομμάτια με τη 
βοήθεια εξειδικευμένων ενζύμων που ονομάζονται περιοριστικές ενδονουκλεάσες, οι 
οποίες αναγνωρίζουν συγκεκριμένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων.
Η ποσότητα του ενζύμου που χρησιμοποιείται σε μια αντίδραση πέψης 
καθορίζεται από την ενεργότητα του (Unit/μΐ). 1 unit ενζύμου ορίζεται ως η 
ποσότητα του ενζύμου που απαιτείται για την πλήρη πέψη 1 μμ DNA σε όγκο 
αντίδρασης 50 μΐ σε μια ώρα και σε κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα.
Η πέψη με ένζυμα περιορισμού χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση 
διάφορων πλασμιδιακών φορέων, καθώς και για την απομόνωση συγκεκριμένων 
κομματιών DNA με σκοπό την κλωνοποίηση. Στην πρώτη περίπτωση η αντίδραση 
πέψης γίνεται σε 20 μΐ τελικού όγκου και περιέχει 1 μμ πλασμιδιακού DNA, 1 Unit 
του αντίστοιχου ενζύμου (New England Biolabs), 2 μμ BSA (ανάλογα με το ένζυμο) 
και το κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα, που ορίζεται για κάθε ένζυμο από την 
αντίστοιχη εταιρία παρασκευής. Στη δεύτερη περίπτωση η αντίδραση 
πραγματοποιείται σε όγκο 50 μΐ και περιέχει 5 μμ πλασμιδιακού DNA. Για την 
ολοκλήρωση της αντίδρασης γίνεται επώαση για 1-2 ώρες σε κατάλληλη για κάθε 
ένζυμο θερμοκρασία (συνήθως 37 °C).
2.1.3.2. Αποφωσφορυλίωση γραμμικού πλασμιδιακού DNA
Η αφαίρεση της φωσφορικής ομάδας από το 5’ άκρο του DNA μετά την πέψη 
με μια περιοριστική ενδονουκλεάση, εμποδίζει την επανασύνδεση συμπληρωματικών 
άκρων του ίδιου γραμμικού DNA σε μια ακόλουθη αντίδραση λιγάσης.
Η αποφωσφορυλίωση έγινε με τη χρήση του ενζύμου της αλκαλικής 
φωσφατάσης CIP (New England BioLabs). Η αντίδραση γίνεται παράλληλα με την 
πέψη του πλασμιδιακού DNA από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες, και περιέχει 5 
μμ DNA, 2.5 Units C1P (0.5 Unit / 1 μμ DNA), και το κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα 
για την αντίστοιχη ενδονουκλεάση (New England BioLabs), με το οποίο η δράση της 
αλκαλικής φωσφατάσης είναι συμβατή. Το αποφωσφορυλιωμένο DNA 
απομονώνεται από τα λοιπά υλικά της αντίδρασης μετά από ηλεκτροφόρηση σε 
πηκτή αγαρόζης.
82
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
2.1.33. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό 
κομματιών DNA διαφορετικού μεγέθους. Η πυκνότητας της αγαρόζης της πηκτής, 
καθορίζει το μέγεθος των πόρων της και ακολούθως την κινητικότητα των κομματιών 
του DNA, αναγκάζοντας τα μεγαλύτερα σε μέγεθος κομμάτια να μετακινούνται πιο 
αργά σε σχέση με τα μικρότερα και να διανύουν μικρότερη απόσταση κατά μήκος της 
πηκτής στο ίδιο χρονικό διάστημα. Συγκέντρωση αγαρόζης 1% είναι ιδανική για το 
διαχωρισμό κομματιών DNA από 500 έως 7000 βάσεις.
Για την παρακολούθηση του DNA στην πηκτή χρησιμοποιείται το βρωμιούχο 
αιθίδιο. Η δομή του βρωμιούχου αιθιδίου προσομοιάζει με ένα ζεύγος βάσεων της 
αλυσίδας του δίκλωνου DNA, και το μόριο αυτό έχει την ικανότητα να 
παρεμβάλλεται ανάμεσα στις βάσεις του DNA. Με τον τρόπο αυτό εντοπίζεται σε 
αυξημένη συγκέντρωση στα σημεία της πηκτής που έχει μετατοπιστεί το DNA. 
Επίσης, όταν το βρωμιούχο αιθίδιο ακτινοβολείται στο υπεριώδες (αόρατο) τμήμα 
του φάσματος, έχει την ικανότητα να απορροφά ενέργεια, ενώ όταν στη συνέχεια 
εκτονώνεται εκπέμπει στο ερυθρό (ορατό) τμήμα του φάσματος, επιτρέποντας την 
ανίχνευση των κομματιών του DNA πάνω στην πηκτή.
Για την παρασκευή της πηκτής, η αγαρόζη διαλυτοποιείται σε ρυθμιστικό 
διάλυμα ΤΑΕ (4 mM Tris-οξικό, 1 mM EDTA), προς τελική συγκέντρωση 0,8-1%, 
και ακολουθεί θέρμανση στους 100 °C για διάλυση της αγαρόζης. Εν συνεχεία, το 
διάλυμα ψύχεται στους 60 °C και προστίθεται βρωμιούχο αιθίδιο προς τελική 
συγκέντρωση 0,5 pg/ml. Τέλος, το διάλυμα τοποθετείται στη συσκευή 
ηλεκτροφόρησης, για τον πολυμερισμό του σε πηκτή, και προστίθεται διάλυμα ΤΑΕ 
τόσο ώστε να καλυφθεί η πηκτή.
Στα προς ηλεκτροφόρηση δείγματα προστίθεται μίγμα χρωστικών με 
σύσταση 5% γλυκερόλη. 0.42% μπλε της βρωμοφαινόλης και 0.42% μπλε του 
ξυλένιου για τη διευκόλυνση της φόρτωσης. Τα δείγματα τοποθετούνται σε ειδικές 
θέσεις που δημιουργήθηκαν κατά τον πολυμερισμό της πηκτής, στο ένα άκρο της, και 
ηλεκτροφορούνται υπό τάση ~80 V και για 30 τουλάχιστο λεπτά.
2.1.3.4. Απομόνωση και καθαρισμός τμημάτων DNA από πηκτή αγαρόζης
Για την απομόνωση και τον καθαρισμό κομματιών DNA από πηκτή αγαρόζης 
χρησιμοποιήθηκε το QIAquick Gel Extraction Kit της Qiagen.
Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: Αρχικά, με αποστειρωμένο
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νυστέρι αφαιρείται από την πηκτή αγαρόζης το τμήμα που περιείχε το DNA επιλογής, 
με όσο το δυνατό μικρότερη ποσότητα αγαρόζης. Στη συνέχεια, στο τμήμα της 
αγαρόζης που αποσπάστηκε από την πηκτή προστίθεται ρυθμιστικό διάλυμα QG, και 
ακολουθεί θέρμανση στους 50 °C για 10 min. Το ρυθμιστικό διάλυμα QG, 
αποπολυμερίζει την αγαρόζη, απελευθερώνοντας το εγκλωβισμένο DNA, ενώ 
διατηρεί το pH μικρότερο από 7,5 δημιουργώντας τις βέλτιστες συνθήκες για την 
πρόσδεση του DNA στην ειδική μεμβράνη της στήλης του Kit. Ακολουθεί προσθήκη 
ισοπροπανόλης και μεταφορά του διαλύματος σε ειδική στήλη προς δέσμευση του 
DNA. Η στήλη ξεπλένεται με το ειδικό διάλυμα ΡΕ, που περιέχει αιθανόλη, με σκοπό 
την απομάκρυνση τυχόν υπολειμμάτων αγαρόζης, βρωμιούχου αιθιδίου κτλ. Η 
έκλουση του DNA γίνεται σε τελικό όγκο 30 μΐ, σε pH μεγαλύτερο του 7 (διάλυμα 10 
niM Tris, pH 8,5 ή Η20) και σε χαμηλή συγκέντρωση άλατος, συνθήκες κάτω από τις 
οποίες το DNA δεν προσδένεται στο υλικό της στήλης.
2.1.3.5. Αντίδραση λιγάσης
Η DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4 είναι ένα ένζυμο που καταλύει το 
σχηματισμό φωσφοδιεστερικών δεσμών ανάμεσα σε 3 '-υδροξυλικά και 5'- 
φωσφορικά άκρα γραμμικών μορίων DNA. Με αυτόν τον τρόπο είναι δυνατή η 
σύντηξη δύο γραμμικών τμημάτων DNA (π.χ. ενός ενθέματος και ενός πλασμιδίου), 
με συμπληρωματικά 3' και 5' άκρα, προς σχηματισμό ενός κυκλικού μορίου DNA.
Για την πραγματοποίηση της αντίδρασης λιγάσης, χρησιμοποιούνται 
πλασμιδιακός φορέας και ένθεμα που έχουν απομονωθεί από πηκτή αγαρόζης, σε 
μοριακή αναλογία 1:3. Επίσης προστίθενται 2 Units ενζύμου λιγάσης (Fermentas), 
κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα (Τ4 DNA ligase buffer, Fermentas) και Η20, προς 
τελικό όγκο 20 μΐ. Η αντίδραση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία δωματίου, για 
τουλάχιστο μία ώρα (σε δύσκολες περιπτώσεις, ο χρόνος αυτός μπορεί να παραταθεί 
έως τις 16 ώρες). Στη συνέχεια, η λιγάση απενεργοποιείται, με θέρμανση στους 65 °C 
για 10 λεπτά. Ο παραπάνω χειρισμός δύναται να αυξήσει την απόδοση του 
ακόλουθου μετασχηματισμού βακτηρίων έως και δέκα φορές.
2.1.4. Μετασχηματισμός βακτηρίων
2.1.4.1. Παρασκευή βακτηρίων (Ε. coli) δεκτικών στο μετασχηματισμό
Τα βακτήρια έχουν την ικανότητα κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες να 
προσλαμβάνουν γενετικό υλικό από το περιβάλλον τους. Στη συνέχεια
84
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
συμπεριφέρονται στο εξωγενές γενετικό υλικό κατά τον ίδιο τρόπο που 
συμπεριφέρονται στο δικό τους, δηλαδή έχουν την ικανότητα να το αντιγράψουν, να 
το μεταγράψουν και να το μεταφράσουν.
Με την τεχνική που περιγράφεται παρακάτω, τα βακτήρια γίνονται ικανά να 
προσλάβουν γενετικό υλικό κάτω από καθορισμένες συνθήκες (μετασχηματισμός). 
Για το σκοπό αυτό, εκτίθενται σε υψηλές συγκεντρώσεις συγκεκριμένων κατιόντων, 
με αποτέλεσμα η κυτταρική τους μεμβράνη να γίνεται διαπερατή. Με τον τρόπο αυτό 
επιτρέπεται στο εξωγενές DNA να εισέλθει στο εσωτερικό τους, με ένα μηχανισμό 
που δεν είναι πλήρως κατανοητός. Η μέθοδος που περιγράφεται στη συνέχεια οδηγεί 
στο σχηματισμό δεκτικών κυττάρων διαμέσου της κατεργασίας τους με διαλύματα 
που περιέχουν CaCl2. Η απόδοση μετασχηματισμού των συγκεκριμένων κυττάρων, 
αντιστοιχεί σε περίπου ΙΟ9 αποικίες ανά pg εξωγενούς DNA.
Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: Καλλιέργεια βακτηρίων 
εμβολιάζεται σε θρεπτικό μέσο ΤΥΜ (2% τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισμα ζύμης, 0,1 Μ 
NaCl και 10 mM MgSO.4) μαζί με αντιβιοτικό επιλογής, και επωάζεται στους 37 °C 
για 16 ώρες. Την επόμενη ημέρα, η καλλιέργεια αραιώνεται 1:100 σε θρεπτικό μέσο 
ΤΥΜ μαζί με αντιβιοτικό επιλογής, προς τελικό όγκο 3 ml, και επωάζεται στους 37 
°C για 2-3 ώρες. Ακολουθεί νέα αραίωση 1:200 σε θρεπτικό μέσο ΤΥΜ χωρίς 
αντιβιοτικό, προς τελικό όγκο 50 nil και επώαση της καλλιέργειας μέχρι η οπτική της 
πυκνότητα (Optical Density, OD) στα 600 nm να γίνει 0,35-0,4. Στη συνέχεια, τα 
κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (1800 x g, 5 min), επαναιωρούνται σε 25 ml 
διαλύματος TFB-I (30 mM CH3COOK, 50 mM MnCl2, 10 mM CaCl2,100 mM KC1 
και 15% γλυκερόλη) και επωάζονται στους 0 °C (πάγος) για 10 min. Στο επόμενο 
βήμα, απομακρύνεται το διάλυμα TFB-I, με φυγοκέντρηση (1800 χ g, 5 min). Τέλος, 
τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 2 ml διαλύματος TFB-II (10 mM MOPS, 75 mM 
CaCl2, 10 mM KC1 και 20% γλυκερόλη) και επωάζονται για 60 λεπτά στους 0 °C. 
Μετά το πέρας της μιας ώρας, τα κύτταρα αποθηκεύονται σε κλάσματα όγκου 200 μΐ, 
σε σωλήνες μικροφυγοκέντρου (τύπου eppendorf) στους -80 °C.
2.1.4.2. Μετασχηματισμός βακτηρίων
Η διαδικασία του μετασχηματισμού επιτρέπει την εισαγωγή πλασμιδίων σε 
δεκτικά βακτήρια. Το εκάστοτε πλασμίδιο φέρει κάποιο γονίδιο επιλογής (συνήθως 
πρόκειται για γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα σε κάποιο αντιβιοτικό), δίνοντας 
με τον τρόπο αυτό τη δυνατότητα επιλογής των κυττάρων που το έχουν προσλάβει.
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Υπάρχουν διάφορες μέθοδοι μετασχηματισμού ενώ αυτή που χρησιμοποιήθηκε είναι 
η μέθοδος του θερμικού σοκ.
Ο μετασχηματισμός βακτηρίων με τη μέθοδο του θερμικού σοκ γίνεται ως 
εξής: Αρχικά, ένα κλάσμα 200 μΐ δεκτικών κυττάρων, που βρίσκονται αποθηκευμένα 
στους -80 °C, αφήνεται προς τήξη στους 0 °C (πάγος), για λίγα λεπτά. Στη συνέχεια 
προστίθενται 1-200 ng πλασμιδιακού DNA (ή 10 μΐ προϊόντος μιας αντίδρασης 
λιγάσης), και τα κύτταρα επωάζονται στους 0 °C, για 30 min. Ακολουθεί θερμικό σοκ 
των κυττάρων, με επώαση στους 42 °C για 90 sec. Αμέσως μετά, με σύντομη 
φυγοκέντρηση (μέγιστη ταχύτητα), απομακρύνεται το διάλυμα TFB-II στο οποίο 
ήταν αποθηκευμένα τα κύτταρα, προστίθεται 1 ml θρεπτικού μέσου LB και 
ακολουθεί επώαση στους 37 °C για 1 ώρα. Μετά το πέρας της επώασης, τα κύτταρα 
συλλέγονται με σύντομη φυγοκέντρηση (μέγιστη ταχύτητα), επαναιωρούνται σε 100- 
150 μΐ LB και επιστρώνονται σε τρυβλίο LB-άγαρ που περιέχει το αντιβιοτικό 
επιλογής. Τέλος, τα κύτταρα επωάζονται, στο στερεό πλέον θρεπτικό μέσο, στους 37 
°C για περίπου 16 με 18 ώρες, έτσι ώστε να αναπτυχθούν αποικίες των 
μετασχηματισμένων κυττάρων.
Το υγρό θρεπτικό μέσο LB περιέχει: 1% τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισμα ζύμης, 
0,5% NaCl.
Το στερεό θρεπτικό μέσο LB περιέχει: 1% τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισμα ζύμης, 
0,5% NaCl, 2% άγαρ.
2.1.5. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από κύτταρα Ε. coli
2.1.5.1. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με αλκαλική λύση (mini-preparation)
Η τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA 
από μικρές (2 ml) καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων, με σκοπό την ταυτοποίηση 
του πλασμιδίου, μετά από πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες.
Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιούνται βακτήρια που αναπτύσσονται μετά από 
μετασχηματισμό με το προϊόν μιας αντίδρασης λιγάσης. Η διαδικασία που 
ακολουθείται είναι η εξής: Αρχικά εμβολιάζονται καλλιέργειες σε 2 ml θρεπτικού 
μέσου LB παρουσία του αντιβιοτικού επιλογής. Οι καλλιέργειες επωάζονται για 
τουλάχιστον τέσσερις ώρες, και στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέγονται με 
φυγοκέντρηση (14000 rpm, 2 min). Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 100-150 μΐ 
θρεπτικού μέσου, και ακολουθεί αλκαλική λύση, με την προσθήκη 300 μΐ 
διαλύματος TENS (Ο,ΙΝ NaOH, 0,5% SDS σε ΤΕ) και ανάδευση με τη βοήθεια
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συσκευής vortex. Στο επόμενο στάδιο, προστίθενται 150 μΐ διαλύματος 3 Μ οξικού 
νατρίου pH 5,2, γίνεται ανάδευση με τη βοήθεια συσκευής vortex και φυγοκέντρηση 
(14000 rpm, 2 min). Στο στάδιο αυτό απομακρύνονται ως ίζημα όλα τα αδιάλυτα 
συστατικά του διερρηγμένου κυττάρου (μαζί με το γενωμικό DNA), ενώ παραμένουν 
στο υπερκείμενο όλα τα διαλυτά συστατικά (μαζί με το πλασμιδιακό DNA). Το 
υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα μικροφυγοκέντρου και το πλασμιδιακό 
DNA κατακρημνίζεται και διαχωρίζεται από τα υπόλοιπα διαλυτά συστατικά, με 
προσθήκη παγωμένης αιθανόλης προς τελική συγκέντρωση 70% κατ' όγκο και 
φυγοκέντρηση (14000 rpm, 2 min, 4 °C). Η διαδικασία ολοκληρώνεται με αφαίρεση 
του υπερκειμένου, ξέπλυμα του ιζήματος με 70% αιθανόλη, και νέα φυγοκέντρηση 
(14000 rpm, 2 min, 4 °C). Τέλος, το υπερκείμενο αφαιρείται, και τα υπολείμματα της 
αιθανόλης απομακρύνονται με εξάτμιση. Το ίζημα του πλασμιδιακού DNA 
επαναδιαλυτοποιείται σε 20 μΐ διαλύματος ΤΕ (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 
mM), και είναι έτοιμο να χρησιμοποιηθεί σε αντίδραση πέψης.
2.1.5.2. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με το QIAprep Miniprep Qiagen Kit
Σε περιπτώσεις που κρίθηκε απαραίτητη η απομόνωση πλασμιδιακού DNA, 
σε μικρή ποσότητα αλλά μεγαλύτερη καθαρότητα από αυτή που δίνει η μέθοδος της 
αλκαλικής λύσης, χρησιμοποιήθηκε το QIAprep Miniprep Qiagen Kit. Η βασική αρχή 
της λειτουργίας του είναι η ίδια με τη μέθοδο της αλκαλικής λύσης.
Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: Αρχικά εμβολιάζεται 
καλλιέργεια 5 ml σε θρεπτικό μέσο LB. Ακολουθεί επώαση για 12-16 ώρες στους 37 
°C υπό συνεχή ανάδευση. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (>6800 χ g, 3 
min, RT), και επαναιωρούνται σε ειδικό διάλυμα (Ρ1). Η λύση των βακτηρίων γίνεται 
σε αλκαλικές συνθήκες, με την προσθήκη NaOH/SDS (ειδικό διάλυμα Ρ2) παρουσία 
ΚΝΑάσης A. To SDS διαλυτοποιεί τα συστατικά της κυτταρικής μεμβράνης, 
επιτρέποντας την απελευθέρωση των διαλυτών συστατικών του κυτταροπλάσματος, 
ενώ το NaOH δημιουργεί αλκαλικές συνθήκες, προκαλώντας αποδιάταξη τόσο του 
χρωμοσωμικού όσο και του πλασμιδιακού DNA καθώς και των πρωτεϊνών. Η 
ΡΝΑάση Α αποικοδομεί το RNA του κυττάρου. Στη συνέχεια, το κυτταρικό λύμα 
ουδετεροποιείται και προσαρμόζεται σε συνθήκες υψηλής αλατότητας μετά από 
προσθήκη ειδικού διαλύματος (Ν3). Με τον τρόπο αυτό, οι αποδιαταγμένες 
πρωτεΐνες, το χρωμοσωμικό DNA, τα θραύσματα των μεμβρανών του κυττάρου και 
το SDS κατακρημνίζονται ως ίζημα, ενώ το μικρότερο σε μέγεθος, και ομοιοπολικά
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συνδεδεμένο στα άκρα του πλασμιδιακό DNA είναι σε θέση να επαναδιαταχθεί, και 
παραμένει διαλυτό. Επίσης, οι συνθήκες υψηλής αλατότητας είναι απαραίτητες για 
την επικείμενη προσρόφηση του DNA στην ειδική μεμβράνη. Ακολουθεί 
φυγοκέντρηση, για διαχωρισμό των διαλυτών από τα αδιάλυτα συστατικά. Το 
πλασμιδιακό DNA διαχωρίζεται από το χρωμοσωμικό, καθώς το τελευταίο, 
παραμένει σε σύνδεση με την κυτταρική μεμβράνη και απομακρύνεται ως ίζημα. 
Ακολουθεί προσρόφηση του πλασμιδιακού DNA στην ειδική μεμβράνη της στήλης 
του Kit, ενώ τα υπόλοιπα διαλυτά συστατικά απομακρύνονται με το ξέπλυμα. 
Ακολουθεί ξέπλυμα, και τέλος, έκλουση του πλασμιδιακού DNA. Η έκλουση του 
DNA γίνεται σε τελικό όγκο 30μ1, σε pH μεγαλύτερο του 7 (διάλυμα 10 mM Tris, pH 
8,5 ή Η2Ο) και σε χαμηλή συγκέντρωση άλατος.
2.1.5.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με το Qiagen Plasmid Purification Kit
Η απομόνωση πλασμιδιακού DNA με χρήση του Qiagen Plasmid Purification 
Kit, γίνεται ως εξής: Αρχικά, εμβολιάζεται καλλιέργεια 50 ml σε θρεπτικό μέσο LB 
με το κατάλληλο αντιβιοτικό. Ακολουθεί επώαση για 12-16 ώρες στους 37 °C υπό 
συνεχή ανάδευση. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (6000 x g, 15 min, 4 
°C), και επαναιωρούνται σε ειδικό διάλυμα (Ρ1). Η λύση των βακτηρίων γίνεται σε 
αλκαλικές συνθήκες, με την προσθήκη NaOH/SDS (ειδικό διάλυμα Ρ2). Στη 
συνέχεια, το κυτταρικό λύμα ουδετεροποιείται και προσαρμόζεται σε κατάλληλες 
συνθήκες αλατότητας, μετά από προσθήκη ειδικού διαλύματος (Ρ3). Ακολουθεί 
φυγοκέντρηση, για διαχωρισμό των διαλυτών από τα αδιάλυτα συστατικά. 
Ταυτοχρόνως γίνεται εξισορρόπηση της στήλη ανιοντοανταλλαγής Tip 100 με ειδικό 
διάλυμα (QBT). Στη συνέχεια το διαλυτό κλάσμα διέρχεται από την ειδική στήλη του 
Kit, για προσρόφηση του πλασμιδιακού DNA, σε συνθήκες χαμηλής αλατότητας. 
Ακολουθεί ξέπλυμα της στήλης με ειδικό διάλυμα μέτριας αλατότητας (QC), για την 
απομάκρυνση τυχόν ίχνους πρωτεΐνης ή RNA, καθώς και όσων πρωτεϊνών 
προσδένονται μη ειδικά στο πλασμιδιακό DNA. Ακολουθεί έκλουση με ειδικό 
διάλυμα υψηλής αλατότητας (QF). Προσθήκη ισοπροπανόλης οδηγεί σε 
κατακρήμνιση του DNA, το οποίο λαμβάνεται ως ίζημα μετά από φυγοκέντρηση 
(14000 rpm, 30 min, 4 °C). Ακολουθεί ξέπλυμα με 70% αιθανόλη, απομάκρυνση της 
αιθανόλης με εξάτμιση, και διαλυτοποίηση του καθαρού πλέον πλασμιδιακού DNA 
σε 100 μΐ Η20.
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2.1.6. Κατασκευή σημειακών μεταλλάξεων
Για την κατασκευή σημειακών μεταλλάξεων χρησιμοποιήθηκε το 
QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit της Stratagene. Η διαδικασία 
περιλαμβάνει τη χρήση ενός δίκλωνου φορέα DNA που περιέχει το ένθεμα της 
προτίμησης μας και δύο συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια-εκκινητές που περιλαμβάνουν 
την επιθυμητή μετάλλαξη (Εικ. 26Α). Οι δύο εκκινητές είναι ο καθένας
Εικόνα 26: Σχηματική αναπαράσταση της λειτουργίας του QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit 
της Stratagene.
συμπληρωματικός της αντίθετης αλυσίδας του πλασμιδίου, και επιμηκύνονται κατά 
τη διάρκεια διαδοχικών κύκλων από την PfuUltra high-fidelity DNA πολυμεράση 
(Εικ. 26Α.Β). Έτσι δημιουργείται ένα κυκλικό μεταλλαγμένο πλασμίδιο, τα άκρα του 
οποίου είναι υβριδισμένα χωρίς ωστόσο να είναι και ομοιοπολικά ενωμένα. Στη 
συνέχεια ακολουθεί κατεργασία του προϊόντος της αντίδρασης με την ενδονουκλεάση 
Dpnl (Εικ. 26Γ), η οποία διασπά μόνο μεθυλιωμένες και ημι-μεθυλιωμένες 
αλληλουχίες DNA (αλληλουχία στόχος: 5’-Gm6ATC-3’), με σκοπό την απομάκρυνση 
του πατρικού DNA (το DNA που απομονώνεται από όλα σχεδόν τα στελέχη Ε. coli 
είναι μεθυλιωμένο από το ένζυμο Dam και επομένως ευαίσθητο σε 
ενδονουκλεολυτική διάσπαση) και την επιλογή μόνο των καινούριων πλασμιδίων που
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περιέχουν τη μετάλλαξη (Εικ. 26Δ). Τα μεταλλαγμένα πλασμίδια στη συνέχεια 
χρησιμοποιούνται για μετασχηματισμό ειδικών XL 1-Blue κυττάρων δεκτικών για 
μετασχηματισμό, στο εσωτερικό των οποίων γίνεται και η συνένωση των άκρων 
τους.
Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε ειδικό δοκιμαστικό σωλήνα, σε τελικό 
όγκο 50 μΐ, με 50 ng πλασμιδιακού DNA (πρότυπο), 125 ng από κάθε 
ολιγονουκλεοτίδιο-εκκινητή (σε περίσσεια σε σχέση με το πλασμίδιο-πρότυπο), 1 μΐ 
PfuUltra high-fidelity DNA πολυμεράσης 2.5 Units/μΐ), 1 μΐ dNTP mix, και 5 μΐ 
ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ. Προγραμματίστηκε μέθοδος με 20 κύκλους πολυμερισμού 
διάρκειας 1 min/kb πλασμιδίου στους 68 °C, με ενδιάμεσα χρονικά διαστήματα 30 
sec στους 95 °C αποδιάταξης και 1 min στους 55 °C επαναδιάταξης του DNA, 
καθώς και ένα τελευταίο κύκλο πολυμερισμού 5 min στους 68 °C για την 
ολοκλήρωση της σύνθεσης τυχόν κομματιών με τμήμα μονόκλωνου DNA.
2.2. Έκφραση και απομόνωση πρωτεϊνών από Ε. coli
2.2.1. Επαγωγή έκφρασης πρωτεϊνών και παρασκευή πρωτεϊνικών 
εκχυλισμάτων
Για την επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών σε κύτταρα Ε. coli τα γονίδια 
τους κλωνοποιήθηκαν σε ρΕΤ φορείς έκφρασης. Σε αυτούς τους φορείς βρίσκονται 
κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή T7-lac, που περιλαμβάνει τον υποκινητή της Τ7 
πολυμεράσης κάτω από τον έλεγχο του χειριστή του οπερονίου της λακτόζης. Για την 
έκφραση των πρωτεϊνών χρησιμοποιούνται ειδικά βακτηριακά στελέχη, στα οποία το 
γονίδιο της Τ7 πολυμεράσης βρίσκεται ενσωματωμένο στο γονιδίωμα, και επίσης 
ελέγχεται από το χειριστή του lac οπερονίου. Το εναρκτήριο σήμα για την έκφραση 
των κλωνοποιημένων γονιδίων δίνεται συνήθως από το ανάλογο της λακτόζης IPTG, 
το οποίο απενεργοποιεί τον καταστολέα του lac οπερονίου, και επιτρέπουν τόσο την 
έκφραση της Τ7 πολυμεράσης όσο και τη σύνδεση της στον υποκινητή του 
κλωνοποιημένου γονιδίου.
Η επαγωγή των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών με IPTG γίνεται ως εξής: 3-4 
αποικίες από τρυβλίο επιλογής, χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 50 ml υγρού 
θρεπτικού υλικού LB (με κατάλληλο αντιβιοτικό) και η καλλιέργεια επωάζεται υπό 
ανάδευση για 12-16 ώρες στους 37 °C. Με κατάλληλη ποσότητα από την παραπάνω 
καλλιέργεια εμβολιάζονται 1-2 It θρεπτικού μέσου LB (με κατάλληλο αντιβιοτικό), 
και επωάζονται, υπό συνεχή ανάδευση, στους 37 °C, μέχρι η απορρόφηση της
90
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
καλλιέργειας να φτάσει στα 0.4 (μέτρηση στα 600 πΜ). Στην καλλιέργεια 
προστίθεται IPTG προς τελική συγκέντρωση 0,1 mM, και η επώαση συνεχίζεται 
στους 25 °C. Μετά την πάροδο 4 ωρών γίνεται συλλογή των κυττάρων με 
φυγοκέντρηση (15 min, 3000 x g, 4 °C). Ακολουθεί ξέπλυμα των κυττάρων με Η2Ο 
και αποθήκευση τους στους -20 °C.
Το ίζημα των κυττάρων που συλλέχθηκε μετά την έκφραση της πρωτεΐνης, 
επαναιωρείται σε κατάλληλο διάλυμα λύσης (20 ml διαλύματος για την επαναιώρηση 
ιζήματος κυττάρων από 2 It αρχικής καλλιέργειας). Ακολουθεί λύση των κυττάρων 
με τη βοήθεια συσκευής παραγωγής υπερήχων (10 κύκλοι των 10 sec, με διαλείμματα 
των 10 sec, έτσι ώστε να αποφεύγεται η υπερθέρμανση των δειγμάτων). Ο 
διαχωρισμός του διαλυτού από το αδιάλυτο κλάσμα μετά τη λύση των κυττάρων, 
γίνεται με φυγοκέντρηση του λύματος των κυττάρων (10000 x g, 30 min, 4 °C). Για 
την απομόνωση της πρωτεΐνης με χρωματογραφία αγχιστείας, γίνεται περαιτέρω 
κατεργασία του διαλυτού κλάσματος. Η παραπάνω διαδικασία γίνεται σε πάγο, με 
σκοπό την επιβράδυνση ενδεχόμενης πρωτεόλυσης.
Το διάλυμα λύσης που χρησιμοποιείται περιέχει: 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM 
NaCl, 5 mM MgCl2, 20 mM Imidazole, 1 mM PMSF, 10% γλυκερόλη, 0,1% Tween 
20, αναστολείς πρωτεασών (Roche) και 1 mM DTT.
2.2.2. Απομόνωση πρωτεϊνών με χρωματογραφία αγχιστείας
Η απομόνωση μιας πρωτεΐνης από μίγμα πρωτεϊνών επιτυγχάνεται με βάση 
την εξειδικευμένη και αντιστρεπτή δέσμευση της πάνω σε ειδικά μόρια-προσδέτες 
(ligands), που βρίσκονται καθηλωμένα σε αδρανές υλικό χρωματογραφίας. Υπάρχουν 
διάφοροι τύποι μορίων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως προσδετες, με κοινό 
χαρακτηριστικό την ικανότητα ισχυρής αλληλεπίδρασης με την πρωτεΐνη που μας 
ενδιαφέρει. Η έκλουση των δεσμευμένων πρωτεϊνών από τη στήλη επιτυγχάνεται είτε 
με διαβίβαση του ίδιου του προσδέτη ή αναλόγου του από τη στήλη, είτε με 
μεταβολή της ιονικής ισχύος ή του pH του διαλύματος έκλουσης. Με τον τρόπο αυτό 
επιτυγχάνεται η εξασθένηση της αλληλεπίδρασης και η έκλουση της πρωτεΐνης σε 
καθαρή μορφή.
Η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε είναι η χρωματογραφία αγχιστείας μέσω 
ακινητοποιημένων μετάλλων (IMAC-immobilized metal affinity chromatography). 
Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε στήλη χρωματογραφίας με ακινητοποιημένη επάνω 
σε αγαρόζη (Sepharose) τη χηλική ένωση ΝΤΑ (νιτριλοτριοξικό οξύ), με ιδιαίτερο
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χαρακτηριστικό την ικανότητα δέσμευσης ιόντων νικελίου. Τα ιόντα νικελίου με τη 
σειρά τους, αλληλεπιδρούν ισχυρά με τον δακτύλιο ιμιδαζολίου των καταλοίπων 
ιστιδίνης των πρωτεϊνών (Εικ. 27). Υπάρχουν ειδικοί φορείς έκφρασης 
ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, που επιτρέπουν την υποκλωνοποίηση και στη 
συνέχεια έκφραση οποιοσδήποτε πολυπεπτιδικής αλληλουχίας σε σύντηξη με επίτοπο 
αρκετών καταλοίπων ιστιδίνης (συνήθως 6 είναι αρκετά), σε κάποιο από τα δύο άκρα 
της. Χρησιμοποιώντας την ικανότητα αλληλεπίδρασης της ανασυνδυασμένης 
πρωτεΐνης με τα ιόντα νικελίου της στήλης, είμαστε σε θέση εύκολα να την 
απομονώσουμε από τις υπόλοιπες πρωτεΐνες του κυτταρικού εκχυλίσματος. Η 
έκλουση της από τη στήλη χρωματογραφίας γίνεται με τη βοήθεια διαλύματος 
υψηλής συγκέντρωσης σε ιμιδαζόλιο (Εικ. 28). Το ιμιδαζόλιο αλληλεπιδρά επίσης με 
τα ιόντα νικελίου, δημιουργώντας ανταγωνισμό για τις θέσεις σύνδεσης των 
ιστιδινών, με αποτέλεσμα την αποδέσμευση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης.
/
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.Mi LX,, Λ -CH·2 'CT
l x /
«2 "pi ^€H2
I
Εικόνα 27: ΑΙΙη/χπίδρασιι μπαξύ γειτονικών αμινοξέων ιστιδίνης του His-επιτόπου και της Νί-ΝΤΛ 
Sepharose (The QIAexpressionisl. Qiagen).
Η διαδικασία που ακολουθείται για την απομόνωση των His- 
ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών με χρήση της χρωματογραφίας αγχιστείας μέσω 
ακινητοποιημένων μετάλλων, είναι η εξής: Αρχικά, ποσότητα σφαιριδίων Νΐ-ΝΤΑ 
της Qiagen (500 μΐ σφαιριδίων για υλικό που προέρχεται από 2 It καλλιέργειας), τα 
οποία είχαν προηγουμένως ξεπλυθεί με FE0, εξισορροπούνται στο διάλυμα λύσης 
των βακτηριακών κυττάρων. Στη συνέχεια, το διαλυτό κλάσμα, που προέρχεται από
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τη λύση των βακτηριακών κυττάρων, επωάζεται μαζί με τα σφαιρίδια για 1-2 ώρες, 
στους 4 °C, υπό ανάδευση. Ακολουθεί διαβίβαση του παραπάνω μίγματος σε 
κατάλληλες στήλες όγκου 10 ml (Qiagen), οι οποίες επιτρέπουν την κατακράτηση 
μόνο των σφαιριδίων, και κατά συνέπεια και των προσδεδεμένων σε αυτά πρωτεϊνών, 
ενώ απομακρύνεται το διαλυτό κλάσμα, μαζί με όσες πρωτεΐνες δεν αλληλεπιδρούν 
με τα σφαιρίδια. Η παρουσία ιμιδαζολίου σε χαμηλή συγκέντρωση (20 mM) στο 
διάλυμα λύσης, δημιουργεί συνθήκες ασθενούς ανταγωνισμού, και εμποδίζει τη μη 
ειδική πρόσδεση πρωτεϊνών στη στήλη. Ακολουθούν διαδοχικά, ξέπλυμα της στήλης 
με διάλυμα λύσης, ξέπλυμα της στήλης με διάλυμα λύσης - 1Μ NaCl (για 
απομάκρυνση τυχόν νουκλεϊκών οξέων που αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη), και 
εξισορρόπηση της στήλης με διάλυμα λύσης, όγκου 10 ml η καθεμία. Η έκλουση 
των δεσμευμένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών γίνεται σε τέσσερα κλάσματα του 1 ml, 
με προσθήκη διαλύματος λύσης - υψηλής συγκέντρωσης ιμιδαζολίου (200 mM). 
Ακολουθεί απομάκρυνση του ιμιδαζολίου, είτε με διαπίδυση, είτε με χρωματογραφία 
ιοντοανταλλαγής σε ειδική στήλη. Τέλος, τα κλάσματα αποθηκεύονται στους -80 °C 
μετά από προσθήκη γλυκερόλης σε τελική συγκέντρωση 10%.
Εικόνα 28: Χημική δομή του ιμιδαζολίου και της ιστιδίνης (The QIAexpressionist. Qiagen).
2.2.3. Απομόνωση πρωτεϊνών με χρωματογραφία ιονικής ανταλλαγής
Η χρωματογραφία ιονικής ανταλλαγής είναι μια τεχνική υγρής 
χρωματογραφίας, αρχή της οποίας είναι ο διαχωρισμός πρωτεϊνικών μορίων με βάση 
το φορτίο τους. Οι πρωτεΐνες είναι φορτισμένα μόρια, κατά κύριο λόγο διότι κάποια
ΗίΝ-CH-COO'
CH
Imidazole Histidine
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από τα αμινοξέα που τις δομούν διαθέτουν φορτισμένες πλάγιες αλυσίδες. Αυτές οι 
φορτισμένες πλάγιες αλυσίδες στο σύνολό τους καθορίζουν το συνολικό φορτίο της 
πρωτεΐνης. Επιπλέον, ανάλογα με το pH του περιβάλλοντος, οι παραπάνω ομάδες 
μπορούν να βρίσκονται σε ιονισμένη ή ουδέτερη κατάσταση, και έτσι το συνολικό 
φορτίο της πρωτεΐνης μεταβάλλεται σε συνάρτηση με το περιβάλλον της. Για κάθε 
πρωτεϊνικό μόριο, υπάρχει μια συγκεκριμένη τιμή του pH, για την οποία το άθροισμα 
των αρνητικά και θετικά φορτισμένων αμινοξέων είναι ίσο. Πρόκειται για το 
ισοηλεκτρικό σημείο της πρωτεΐνης, όπου θεωρητικά το συνολικό της φορτίο είναι 
ίσο με το μηδέν. Σε τιμές pH μεγαλύτερες από το ισοηλεκτρικό σημείο υπάρχει 
μεγαλύτερος αριθμός αρνητικά φορτισμένων αλυσίδων, με αποτέλεσμα το συνολικό 
φορτίο της πρωτεΐνης να είναι αρνητικό, ενώ το αντίθετο συμβαίνει σε τιμές pH 
μικρότερες από το ισοηλεκτρικό της σημείο.
Οι ρητίνες χρωματογραφίας κατασκευάζονται από αδρανές υλικό με σταθερά 
θετικό ή αρνητικό φορτίο για μεγάλος εύρος τιμών του pH. Ταξινομούνται έτσι σε 
δύο κατηγορίες, του ανιοντοανταλλάκτες και τους κατιοντοανταλλάκτες, με 
ικανότητα αλληλεπίδρασης αντίστοιχα με αρνητικά ή θετικά φορτισμένα πρωτεϊνικά 
μόρια. Η έκλουση μιας στήλης γίνεται με διάλυμα βαθμιαία αυξανόμενης ιονικής 
ισχύος, επιτρέποντας την αποδέσμευση της πρωτεΐνης από τη στήλη εξαιτίας 
ανταγωνισμού και εξασθένησης της αλληλεπίδρασης με το υλικό της στήλης.
Η χρωματογραφία ιονικής ανταλλαγής χρησιμοποιήθηκε ως δεύτερο στάδιο 
κατά τη διαδικασία της απομόνωσης ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, με σκοπό τη 
βελτίωση της καθαρότητας. Τα πειράματα έγιναν με τη βοήθεια των στηλών HiTrap 
HP SP και Q της Amersham (κατιοντοανταλλάκτης και ανιοντοανταλλάκτης 
αντίστοιχα), και του συστήματος χρωματογραφίας GradiFrac της Pharmacia.
Η διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής: Αρχικά γίνεται αναγέννηση της 
στήλης με τουλάχιστον 5 ml διαλύματος στήλης - 1 Μ NaCl, και εξισορρόπηση της, 
με διαβίβαση τουλάχιστον 5 ml διαλύματος στήλης. Ταυτόχρονα, το δείγμα (μετά 
από διαπίδυση) φυγοκεντρείται (13000 rpm, 4 °C, 30 min), με σκοπό την 
απομάκρυνση τυχόν συσσωματωμάτων που υπάρχουν. Ακολουθεί διαβίβαση του 
δείγματος στη στήλη, και ξέπλυμα της με τουλάχιστον 5 ml διαλύματος στήλης, για 
απομάκρυνση όσων πρωτεϊνών έχουν προσδεθεί ασθενώς. Τέλος, γίνεται έκλουση με 
40 ml διαλύματος στήλης βαθμιαία αυξανόμενης συγκέντρωσης NaCl, μέχρι τελικής 
συγκέντρωσης 1Μ NaCl, οπότε και συλλέγονται κλάσματα του 1 ml με τη βοήθεια 
του Gradi-Frac συστήματος της Amersham. Πριν την αποθήκευση της στήλης,
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γίνεται αναγέννηση με τουλάχιστον 5 ml διαλύματος στήλης 1 Μ NaCl, και ξέπλυμα 
με 10 ml Η2Ο και στη συνέχεια 10 ml διάλυμα αιθανόλης 20%.
Το διάλυμα της στήλης περιέχει:
HiTrap HP Q: 20mM Tris pH 8, 5mM MgC12, 10% glycerol, ImM DTT.
HiTrap HP SP: 50 mM NaPi pH 7,2, 5 mM MgCl2, 10% glycerol, 1 mM DTT.
2.2.4. Απομόνωση πρωτεϊνών με χρωματογραφία μοριακής διήθησης
Η χρωματογραφία μοριακής διήθησης είναι μια τεχνική υγρής 
χρωματογραφίας, αρχή της οποίας είναι ο διαχωρισμός πρωτεϊνικών και άλλων 
μορίων με βάση το μοριακό τους βάρος. Η στήλη της χρωματογραφίας μοριακής 
διήθησης είναι κατασκευασμένη από πορώδη σφαιρίδια διαφόρων πολυσακχαριτών 
(π.χ. δεξτράνη, αγαρόζη) ή ακρυλαμιδίου, με μεγάλη ποικιλία όσον αφορά στο 
μέγεθος των πόρων, επιτρέποντας έτσι το διαχωρισμό πρωτεϊνών μεγάλου εύρους 
μοριακών βαρών. Όσα μόρια είναι αρκετά μικρά ώστε να διέρχονται των πόρων των 
σφαιριδίων, εισέρχονται καθώς διατρέχουν τη στήλη σε διαδοχικά σφαιρίδια, με 
αποτέλεσμα να καθυστερούν. Αντίθετα, τα μεγαλύτερα μόρια δεν εισέρχονται στο 
εσωτερικό των σφαιριδίων, διανύοντας συνολικά μικρότερη απόσταση εντός της 
στήλης, και έτσι εκλούονται πιο γρήγορα. Η χρωματογραφία μοριακής διήθησης 
χρησιμοποιείται επιπλέον για αλλαγή του διαλύματος μιας πρωτεΐνης, καθώς και για 
τον προσδιορισμό του μεγέθους της.
Η χρωματογραφία μοριακής διήθησης χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση 
πρωτεϊνικών συμπλοκών που σχηματίστηκαν in vitro. Τα πειράματα έγιναν με τη 
βοήθεια της στήλης Superdex 200 (16/60) της Amersham, και του συστήματος 
χρωματογραφίας GradiFrac της Pharmacia.
Η διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής: Αρχικά, η στήλη ξεπλένεται με 
240 ml Η20 και εξισορροπείται με 120 ml διαλύματος στήλης. Ταυτόχρονα, το 
δείγμα (όγκου 1 ml) φυγοκεντρείται (30 min, 10000 x g, 4 °C) για την απομάκρυνση 
τυχόν συσσωματωμάτων. Ακολουθεί διαβίβαση του δείγματος στη στήλη με τη 
βοήθεια σύριγγας. Στη συνέχεια γίνεται έκλουση της στήλης με 120 ml διαλύματος 
στήλης, και συλλογή 120 κλασμάτων του 1 ml, με τη βοήθεια του συστήματος Gradi­
Frac της Amersham. Τέλος, ακολουθεί ξέπλυμα της στήλης με 240 ml ΙΠΟ και 480 
ml διαλύματος 20% αιθανόλης, και αποθήκευση της στήλης.
Το διάλυμα της στήλης περιέχει: 20 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 
mM MgCl2, 10% glycerol;
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2.2.5. Διαπίδυση και προσδιορισμός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης
2.2.5.1. Διαπίδυση
Ο όρος διαπίδυση χαρακτηρίζει τη μεταφορά μορίων διαμέσου μιας 
διαπερατής μεμβράνης. Το μέγεθος των πόρων της μεμβράνης είναι αυτό που 
καθορίζει και το μέγεθος των μορίων που είναι ικανά να διέλθουν από αυτή. Η 
τεχνική της διαπίδυσης επιτρέπει την αλλαγή της σύστασης του διαλύματος μιας 
πρωτεΐνης. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιείται μεμβράνη με διάμετρο πόρων 
μικρότερη από τη διάμετρο των μορίων της πρωτεΐνης. Με τον τρόπο αυτό, είναι 
δυνατή η μεταφορά μικρών μορίων, όπως τα ιόντα του διαλύματος, από και προς το 
διάλυμα της πρωτεΐνης, σε αντίθεση με τα μόρια της πρωτεΐνης, που παραμένουν 
εντός της μεμβράνης. Η τεχνική χρησιμοποιήθηκε για να γίνει αλλαγή της σύστασης 
του διαλύματος μιας πρωτεΐνης, όποτε χρειάστηκε μετά από κάποιο στάδιο 
καθαρισμού.
Χρησιμοποιήθηκε ημιδιαπερατή μεμβράνη Spectra-Por MWCO της 
Spectrum, με μέγεθος πόρων που αποκλείει τη διέλευση μορίων μεγαλύτερων από 
6000-8000 Dalton. Η μεμβράνη αρχικά εξισορροπείται σε απεσταγμένο Η2Ο. Στη 
συνέχεια, το δείγμα τοποθετείται εντός της μεμβράνης και κλείνεται με ειδικούς 
σφιγκτήρες, έτσι ώστε να αποφεύγεται η διαρροή. Τέλος, η μεμβράνη, μαζί με το 
δείγμα πλέον, τοποθετείται σε 500 ml του νέου διαλύματος (όγκος δείγματος / όγκος 
διαλύματος: >1:100) και ακολουθεί ανακίνηση για 16 ώρες στους 4 °C. Μετά το 
πέρας των 16 ωρών το δείγμα συλλέγεται από το εσωτερικό της μεμβράνης και 
φυγοκεντρείται (10000 x g, 4°C, 30min), έτσι ώστε να απομακρυνθούν τυχόν 
συσσωματώματα της πρωτεΐνης.
2.2.5.2. Προσδιορισμός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης
Η μέθοδος Bradford (τροποποιημένη από τον Bearden) είναι μια τεχνική που 
χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης συνολικής πρωτεΐνης ενός 
διαλύματος. Βάση της μεθόδου αποτελεί η μέτρηση της απορρόφησης του 
συμπλόκου μιας χρωστικής (Coomassie Brilliant blue) με μια οποιαδήποτε πρωτεΐνη, 
σε όξινο περιβάλλον. Η πρόσδεση της χρωστικής σε μια πρωτεΐνη πραγματοποιείται 
διαμέσου αλληλεπίδρασης με τα βασικά και αρωματικά της αμινοξέα (κυρίως με την 
αργινίνη). Η χρωστική αυτή, ενώ εμφανίζει μέγιστο απορρόφησης στα 465 nm, όταν 
βρίσκεται σε σύμπλοκο με μια πρωτεΐνη το μέγιστο αυτό μετατοπίζεται στα 595 nm. 
Η απορρόφηση ενός διαλύματος χρωστικής σε σύνδεση με πρωτεΐνη είναι ανάλογη
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της μάζας της πρωτεΐνης.
Το αντιδραστήριο που χρησιμοποιήθηκε αποτελείται από τη χρωστική 
Coomassie Brilliant Blue G250 σε διαλύματος φωσφορικού οξέος (BioRad). Η 
διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής: Αρχικά γίνεται ανάμιξη του 
αντιδραστηρίου με Η20 σε αναλογία 1:4 και τελικό όγκο 1 ml, και στη συνέχεια 
προστίθεται το πρωτεϊνικό δείγμα. Ακολουθεί επώαση για τουλάχιστο 5 min και 
μετράται η απορρόφηση του δείγματος στα 595 nm. Τέλος, με τη χρήση μιας 
πρότυπης καμπύλης, που έχει κατασκευαστεί με τη βοήθεια διαλύματος αλβουμίνης 
(BSA) γνωστής συγκέντρωσης, υπολογίζεται η συγκέντρωση συνολικής πρωτεΐνης 
του δείγματος.
2.3. Έκφραση και απομόνωση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών από κύτταρα S. 
cerevisiae
2.3.1. Στελέχη ζύμης
Στον πίνακα V παρουσιάζονται όλα τα στελέχη ζύμης που χρησιμοποιήθηκαν 
κατά τη διεξαγωγή των πειραμάτων της παρούσας μελέτης.
RS453: Πρόκειται για το στέλεχος ζύμης που χρησιμοποιήθηκε για τη 
διεξαγωγή των πειραμάτων υπερέκφρασης των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών σε 
κύτταρα S. cerevisiae. Χαρακτηρίζεται από την αυξοτροφία ως προς αδενίνη, 
ουρακίλη, ιστιδίνη, λεύκινη, λυσίνη και τρυπτοφάνη. Τα συστατικά αυτά παρέχονται 
από το θρεπτικό μέσο, εκτός αυτών που χρησιμοποιούνται για την επιλογή του 
πλασμιδίου. Όλα τα υπόλοιπα στελέχη του πίνακα V προέκυψαν με βάση το 
συγκεκριμένο στέλεχος.
2.3.2. Μετασχηματισμός κυττάρων S. cerevisiae
Η διαδικασία του μετασχηματισμού επιτρέπει την εισαγωγή γενετικού υλικού 
με τη μορφή πλασμιδίου σε κύτταρα ζύμης. Υπάρχουν διάφορες τεχνικές για την 
επίτευξη του συγκεκριμένου στόχου, όπως η δημιουργία πόρων στο κυτταρικό 
τοίχωμα υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου, η δημιουργία σφαιροπλαστών, καθώς 
και η κατεργασία των κυττάρων με διαλύματα αλκάλεων, όπως το οξικό λίθιο. Το 
οξικό λίθιο επιτρέπει στα κύτταρα ζύμης να προσλαμβάνουν γενετικό υλικό που 
βρίσκεται στην επιφάνεια του κυτταρικού τους τοιχώματος. Η τεχνική που 
χρησιμοποιήθηκε βασίζεται στην κατεργασία κυττάρων ζύμης με οξικό λίθιο.
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Πίνακας V: Στελέχη S. cerevisiae που κατασκευάστηκαν στο παρελθόν και χρησιμοποιήθηκαν κατά την 
παρούσα μελέτη.
Ονομα Γ ονότυπος Πηγή
RS453 (autodiploid) a/a ade2-l/ade2-l his3-ll,15/his3-l 1,15 
ura3-52/ura3-52 leu2-3,l 12/leu2-3,l 12 trpl- 
1/trpl-l can 1-100/can 1-100 GAL+/GAL
Wimmer et al., 
1992
Υ730 (arcl~) aade2-l his3-ll,15 ura3-52 leu2-3,l 12 trpl- 
1 can 1-100 arcl::HIS3
Simos el al., 
1996
Υ748 (arcl~ losl~ +pURA-Losl) ade2-l his3-ll,15 ura3-52 leu2-3,l 12 trpl-1 
canl-100 arcl::HIS3 losl::HlS3+pURA-Losl
Simos et al., 
1996
gw.v7-+pURA-GUSl aade2-l his3-ll,15 ura3-52 leu2-3,l 12 trpl- 
1 canl-100 GAL+ GluRS::His5 +pRS316- 
GluRS
Galani et al., 
2001
/;?e.v7-+pURA-MESl a ade2-l his3-ll,15 ura3-52 leu2-3,112 trpl-1 
canl-100 GAL+ MetRS::His5 +pRS316- 
MelRS
Galani et al., 
2001
gusl- mesl- + pURA-GUSl 
pTRP-MetRSAN
a ade2-l his3-l 1,15 ura3-52 leu2-3,112 trpl-1 
canl-100 mesl::HIS5 gusl::H1S5 +pURA- 
GUS1 +pTRP-MelRSAN
Galani et al., 
2001
arcl- gusl- + pURA-GUSl ade2-l his3-ll,15 ura3-52 Ieu2-3,112 trpl-1 
canl-100 GAL+ arcl::HIS3 GluRS::His5 
+pRS316-GluRS
Galani et al., 
2001
arcl- mesl- + pURA-MESl ade2-l his3-l 1,15 ura3-52 leu2-3,112 trpl-1 
canl-100 arcl::HIS3 MetRS::His5 +pRS316- 
MetRS
Galani et al., 
2001
Η διαδικασία που ακολουθείται για το μετασχηματισμό των κυττάρων ζύμης 
είναι η εξής: Αρχικά γίνεται εμβολιασμός καλλιέργειας 50 ml κατάλληλου θρεπτικού 
μέσου, με το κατάλληλο στέλεχος ζύμης. Ακολουθεί επώαση στους 30 °C, υπό 
συνεχή ανάδευση, μέχρι οπτικής πυκνότητας της καλλιέργειας OD6oo 1.0. Στη 
συνέχεια, τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (5 min, 3000 rpm, RT), και 
επαναιωρούνται σε 25 ml διαλύματος 10 mM Tris pH 7.4. Ακολουθεί απομάκρυνση 
του παραπάνω διαλύματος, με φυγοκέντρηση (5 min, 3000 rpm, RT), επαναιώρηση 
των κυττάρων σε 10 ml διαλύματος LiT / 10 mM DTT, και επώαση υπό συνεχή 
ανάδευση (40 min, RT). Στη συνέχεια, τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (5
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min, 3000 rpm, RT), και επαναιωρούνται σε 800 μΐ διαλύματος LiT. Για κάθε 
αντίδραση μετασχηματισμού χρησιμοποιούνται 100 μΐ από το παραπάνω αιώρημα 
κυττάρων, μαζί με 50 μΐ LiT, 5 μΐ DNA σπέρματος σολομού (DNA-φορέας, 
διευκολύνει την πρόσληψη πλασμιδιακού DNA από τα κύτταρα ζύμης), καθώς και 1 
μΐ από το πλασμίδιο επιλογής. Το μίγμα αναμιγνύεται με τη βοήθεια πιπέτας, και 
επωάζεται υπό συνεχή ανάδευση (10 min, RT). Ακολουθεί προσθήκη 300 μΐ 
διαλύματος PEG, και νέα επώαση υπό συνεχή ανάδευση (10 min, RT). Εν συνεχεία 
γίνεται προσθήκη 15 μΐ DMSO και επώαση στους 42 °C για 3 min. Τα κύτταρα 
συλλέγονται με σύντομη φυγοκέντρηση και απομάκρυνση του υπερκειμένου, και 
επαναιωρούνται σε 500 μΐ θρεπτικού υλικού YPD, όπου και επωάζονται υπό συνεχή 
ανάδευση, σε θερμοκρασία δωματίου, για 60 min. Κατά το τελευταίο βήμα, 
αφαιρείται το θρεπτικό υλικό μετά από σύντομη φυγοκέντρηση, και γίνεται 
επαναιώρηση και πλύση των κυττάρων σε 1 ml διαλύματος 10 mM Tris. Τέλος, 
ακολουθεί ακόμη ένας κύκλος σύντομης φυγοκέντρησης και επαναιώρησης των 
κυττάρων σε 1,5 ml διαλύματος 10 mM Tris, από τα οποία, 100 μΐ επιστρώνονται σε 
τρυβλίο με κατάλληλο θρεπτικό μέσο. Ακολουθεί επώαση για δύο μέρες, στους 30 °C 
προς ανάπτυξη των αποικιών.
Το διάλυμα LiT περιέχει: 100 mM LiOAc, 10 mM Tris HC1 pH 7.4.
To διάλυμα PEG περιέχει: 2 g PEG 4000, 2 ml LiT.
To θρεπτικό μέσο YPD περιέχει: 2% γλυκόζη, 1% εκχύλισμα ζύμης, 2% 
πεπτόνη.
2.3.3. Έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών σε κύτταρα S. cerevisiae και 
παρασκευή πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων
2.3.3.1. Έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών κάτω από τον έλεγχο 
συστατικού υποκινητή
Η έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών με επίτοπο PtA ή GFP κάτω από 
τον έλεγχο συστατικού υποκινητή έγινε ως εξής: αποικίες από τρυβλίο που περιέχει 
κύτταρα μετασχηματισμένα με τα πλασμίδια των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, 
χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 50 ml υγρού κατάλληλου θρεπτικού μέσου 
(έτσι ώστε τα κύτταρα να διατηρήσουν το πλασμίδιο με το οποίο 
μετασχηματίστηκαν) και η καλλιέργεια επωάζεται υπό ανάδευση για 16 ώρες στους 
37° C. Με κατάλληλη ποσότητα από την παραπάνω καλλιέργεια εμβολιάζονται 1-2 It 
του ίδιου θρεπτικού μέσου και επωάζονται υπό ανακίνηση στους 30 °C μέχρι η
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απορρόφηση της καλλιέργειας φτάσει στο 1 (μέτρηση στα 600 ηΜ). Στη συνέχεια τα 
κύτταρα συλλέγονται και χρησιμοποιούνται για την παρασκευή σφαιροπλαστών.
2.33.2. Επαγωγή ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών με γαλακτόζη
Η επαγωγή των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών που βρίσκονται κάτω από τον 
έλεγχο υποκινητή επαγώγιμου από τη γαλακτόζη σε κύτταρα ζύμης έγινε ως εξής: 
Αποικίες από τρυβλίο που περιέχει κύτταρα μετασχηματισμένα με τα πλασμίδια των 
ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 50 ml υγρού 
θρεπτικού υλικού SDC-LEU και η καλλιέργεια επωάζεται υπό ανάδευση για 16 ώρες 
στους 37 °C. Με κατάλληλη ποσότητα από την παραπάνω καλλιέργεια εμβολιάζονται 
1-2 It θρεπτικού μέσου SDC-LEU (έτσι ώστε τα κύτταρα να διατηρήσουν το 
πλασμίδιο με το οποίο μετασχηματίστηκαν) και επωάζονται υπό ανακίνηση στους 30 
°C μέχρι η OD6oo της καλλιέργειας φτάσει στο 1. Στη συνέχεια τα κύτταρα 
συλλέγονται και επαναιωρούνται σε θρεπτικό μέσο SGC-LEU (το οποίο περιέχει 
γαλακτόζη αντί γλυκόζης ως πηγή σακχάρου), σε αραίωση 1:4 σε σχέση με την 
αρχική καλλιέργεια. Ακολουθεί επώαση για 16 ώρες στους 30 °C και φυγοκέντρηση 
στα 4000 rpm για απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού και συλλογή των κυττάρων.
Τα θρεπτικά μέσα που χρησιμοποιούνται περιέχουν:
SDC-LEU: 2% γλυκόζη, 0,175% Yeast Nitrogen Base, 0,5% NH4SO4, 
0,055% CSM (Complete Supplement Mixture, της QBiogene) χωρίς τα παρακάτω: 
αδενίνη, ιστιδίνη, λυσίνη, τρυπτοφάνη, ουρακίλη και λεύκινη. Για την προσθήκη τους 
(εκτός από λεύκινη) κατασκευάζονται διαλύματα ΙΟΟχ σε ΕΕΟ που περιέχουν 0,2% 
αδενίνη, 0,2% ιστιδίνη, 0,5% λυσίνη, 0,5% λεύκινη, 0,5% λυσίνη, 0,5% τρυπτοφάνη 
και 0,2% ουρακίλη.
SGC-LEU: 2% γαλακτόζη, 0,175% Yeast Nitrogen Base, 0,5% NH4SO4, 
0,055% CSM (Complete Supplement Mixture, της QBiogene) χωρίς τα παρακάτω: 
αδενίνη, ιστιδίνη, λυσίνη, τρυπτοφάνη, ουρακίλη και λεύκινη.
2.3.33. Ρήξη κυτταρικού τοιχώματος με χρήση γυάλινων σφαιριδίων
Η παρασκευή πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από κύτταρα ζύμης, με σκοπό τον 
έλεγχο έκφρασης μιας πρωτεΐνης με την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης, γίνεται σε 
αποδιατακτικές συνθήκες, ως εξής: Αρχικά γίνεται εμβολιασμός καλλιέργειας σε 50 
nil κατάλληλου θρεπτικού μέσου και επώασή της, υπό συνεχή ανάδευση, στους 30 
°C, μέχρι οπτικής πυκνότητας ~1. Ακολουθεί συλλογή ποσότητας κυττάρων 10 OD,
100
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
με φυγοκέντρηση (3000 rpm, 10 min). Στη συνέχεια, γίνεται πλύση των κυττάρων με 
Η2Ο, επαναιώρηση τους σε 200 μΐ διαλύματος φόρτωσης SDS-PAGE συγκέντρωσης 
2χ, μαζί με 200 μΐ γυάλινων σφαιριδίων. Για τη λύση των κυττάρων και τη 
δημιουργία πρωτεϊνικού εκχυλίσματος πραγματοποιούνται 2 κύκλοι θέρμανσης στους 
95 °C (5 min) και ανακίνησης με τη βοήθεια συσκευής vortex (20 sec). Τέλος, το 
δείγμα προς ηλεκτροφόρηση αφαιρείται από το συνολικό μίγμα με τη βοήθεια 
σύριγγας τύπου Hamilton, μετά από σύντομη φυγοκέντρηση (short spin), και 
αποθηκεύεται στους -20 °C.
23.3.4. Παρασκευή σφαιροπλαστών
Στα κύτταρα ζύμης που συλλέχθηκαν ακολουθεί ενζυμική αφαίρεση του 
κυτταρικού τους τοιχώματος με τη βοήθεια της ζυμολυάσης, για τη δημιουργία 
σφαιροπλαστών. Ακολούθησε επαναιώρηση των κυττάρων σε διάλυμα 100 mM 
Tris-HCl pH 9.4, 10 mM DTT (100 ml διαλύματος / 1000 OD κυττάρων) και 
επώαση υπό συνεχή ανάδευση για 10 min, φυγοκέντρηση (3000 rpm, 24 °C, 3 min), 
απομάκρυνση υπερκειμένου, επαναιώρηση σε διάλυμα 1.2 Μ σορβιτόλη. 20 mM 
KPi, pH 7.4 (100 ml/ 1000 OD κυττάρων), προσθήκη 2 mg ζυμολυάσης 100T ανά g 
κυττάρων και επώαση στους 30 °C με πολύ ήπια ανακίνηση για 20 min. Ακολούθησε 
φυγοκέντρηση (2000 rpm, 24 °C, 3 min), αφαίρεση του υπερκειμένου, ξέπλυμα των 
κυττάρων με Η2Ο, φυγοκέντρηση (2000 rpm, 24 °C, 3 min), αφαίρεση του 
υπερκειμένου, και αποθήκευση των σφαιροπλαστών στους -20 °C.
2.33.5. Λύση σφαιροπλαστών
Η παρασκευή πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από σφαιροπλάστες, με σκοπό την 
απομόνωση μιας πρωτεΐνης, γίνεται ως εξής: Το ίζημα των σφαιροπλαστών 
επαναιωρείται σε κατάλληλο διάλυμα λύσης. Ακολουθεί λύση των σφαιροπλαστών 
με τη χρήση ομογενοποιητή τύπου dounce (10 επαναλήψεις με ενδιάμεσες παύσεις 
των 10 sec) και φυγοκέντρηση του παραπάνω εκχυλίσματος (10000 x g, 30 min) για 
το διαχωρισμό του διαλυτού από το αδιάλυτο κλάσμα. Για τον περαιτέρω καθαρισμό 
της πρωτεΐνης με χρωματογραφία αγχιστείας χρησιμοποιήθηκε το διαλυτό κλάσμα. Η 
παραπάνω διαδικασία έγινε σε πάγο και οι φυγοκεντρήσεις έγιναν στους 4 °C.
Το διάλυμα λύσης που χρησιμοποιήθηκε για τις πρωτεΐνες με His-επίτοπο 
περιείχε 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCh, 20 mM Imidazole, 1 mM
101
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
PMSF, 10% γλυκερόλη, 0,1% Tween 20, αναστολείς πρωτεασών (Roche) και 1 mM 
DTT.
To διάλυμα λύσης που χρησιμοποιήθηκε για τις πρωτεΐνες με PtA-επίτοπο 
περιείχε 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM MgC^, 1% Triton X-100, 5 
mM PMSF.
2.3.4. Απομόνωση πρωτεϊνών με χρωματογραφία αγχιστείας
2.3.4. Ι. Απομόνωση πρωτεϊνών με επίτοπο ιστιδινών
Ακολουθείται η ίδια διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω για κύτταρα Ε. 
coli, με τη διαφορά ότι χρησιμοποιούνται πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από κύτταρα S. 
cerevisiae.
2.3.4.2. Απομόνωση πρωτεϊνών με στήλη IgG-Sepharose
Η βασική αρχή της τεχνικής είναι η αρχή της χρωματογραφίας αγχιστείας 
μέσω ακινητοποιημένων πολυκλωνικών αντισωμάτων IgG. Συγκεκριμένα, 
χρησιμοποιείται στήλη χρωματογραφίας με ακινητοποιημένα αντισώματα IgG επάνω 
σε αγαρόζη (sepharose), με ιδιαίτερο χαρακτηριστικό την ικανότητα ισχυρής 
δέσμευσης της πρωτεΐνης Α του Staphylococcus aureus. Υπάρχουν ειδικοί φορείς 
έκφρασης ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, που επιτρέπουν την υποκλωνοποίηση και 
στη συνέχεια έκφραση οποιασδήποτε πολυπεπτιδικής αλληλουχίας με επίτοπο PtA, 
σε κάποιο από τα δύο άκρα της. Χρησιμοποιώντας την ικανότητα αλληλεπίδρασης 
της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης με τα τις ανοσοσφαιρίνες IgG, είμαστε σε θέση 
εύκολα να την απομονώσουμε από τις υπόλοιπες πρωτεΐνες του κυτταρικού 
εκχυλίσματος. Η έκλουση της από τη στήλη χρωματογραφίας γίνεται με τη βοήθεια 
διαλύματος όξινου pH.
Η διαδικασία που ακολουθείται για την απομόνωση των PtA- 
ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών με χρήση της χρωματογραφίας αγχιστείας, είναι η 
εξής: Αρχικά, ποσότητα σφαιριδίων IgG Sepharose της Amersham (100 μΐ 
σφαιριδίων για υλικό που προέρχεται από 1 It καλλιέργειας), τα οποία προηγουμένως 
εξισορροπούνται στο διάλυμα λύσης των κυττάρων S. cerevisiae. Στη συνέχεια, το 
διαλυτό κλάσμα, που προέρχεται από τη λύση των κυττάρων S. cerevisiae, επωάζεται 
μαζί με τα σφαιρίδια για 1-2 ώρες, στους 4 °C, υπό ανάδευση. Στη συνέχεια, το 
παραπάνω μίγμα διαβιβάζεται σε κατάλληλες στήλες όγκου 10 ml (Qiagen), οι οποίες 
επιτρέπουν την κατακράτηση μόνο των σφαιριδίων, και κατά συνέπεια και των
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προσδεδεμένων σε αυτά πρωτεϊνών, ενώ απομακρύνεται το διαλυτό κλάσμα, μαζί με 
όσες πρωτεΐνες δεν αλληλεπιδρούν με τα σφαιρίδια. Ακολουθούν διαδοχικά, ξέπλυμα 
της στήλης με διάλυμα λύσης 3 x 10 ml, και έκλουση των δεσμευμένων στα 
σφαιρίδια πρωτεϊνών σε δύο κλάσματα του 0,5 ml, με προσθήκη διαλύματος οξικού 
αμμωνίου pH 3,4. Ακολουθεί κατακρήμνιση των πρωτεϊνών με προσθήκη 10% 
τριχλωροοξικού οξέος και επώαση στον πάγο για 30 min, φυγοκέντρηση (4 °C, 14000 
rpm, 15 min), αφαίρεση υπερκειμένου και προσθήκη 100% ακετόνης, φυγοκέντρηση 
(4 °C, 14000 rpm, 15 min), αφαίρεση του υπερκειμένου και απομάκρυνση 
καταλοίπων ακετόνης με εξάτμιση. Τέλος ακολουθεί επαναιώρηση των πρωτεϊνών σε 
100 μΐ lx διαλύματος φόρτωσης SDS-PAGE.
2.4. Ανάλυση πρωτεϊνών
2.4.1. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE)
Η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες είναι μια τεχνική 
διαχωρισμού πρωτεϊνών, εντός πηκτής πολυακρυλαμιδίου, υπό την επίδραση 
ηλεκτρικού πεδίου. Η μετατόπιση των πρωτεϊνών εντός της πηκτής καθορίζεται από 
την εξίσωση:
V = Ε * q / f
όπου V η διαφορά δυναμικού που εφαρμόζεται στα άκρα της πηκτής, Ε η ένταση του 
ηλεκτρικού πεδίου, q το φορτίο της πρωτεΐνης, και f ένας παράγοντας που 
καθορίζεται από τη μάζα της πρωτεΐνης, το σχήμα της, καθώς και το ιξώδες της 
πηκτής.
Η κατασκευή μιας πηκτής πολυακρυλαμιδίου βασίζεται στον πολυμερισμό 
του ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH2), προς σχηματισμό αλυσίδων 
πολυακρυλαμιδίου, παρουσία Ν.Ν μεθυλενο-δισ-ακρυλαμιδίου ή bis-ακρυλαμιδίου 
(CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH2), το οποίο σχηματίζει γέφυρες ανάμεσα 
στις αλυσίδες του πρώτου. Με τον τρόπο αυτό δημιουργείται ένα πορώδες πολυμερές 
πλέγμα, με μέγεθος πόρων αντιστρόφως ανάλογο της συγκέντρωσης των μονομερών 
στο αρχικό διάλυμα. Η έναρξη του πολυμερισμού γίνεται μετά από ενεργοποίηση των 
μονομερών διαμέσου ελευθέρων ριζών, με την προσθήκη του υπερθειϊκού αμμωνίου 
(NH4)2S20g για την έναρξη του μηχανισμού, και του φωτοχημικού καταλύτη 
τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη (TEMED) για τη διάδοση του. Το σχήμα της πηκτής 
καθορίζεται από το εκμαγείο στο οποίο θα πραγματοποιηθεί ο πολυμερισμός, και 
συνήθως είναι επίπεδο ή κυλινδρικό. Επίσης, ανάλογα με τον τύπο της πηκτής, η
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ηλεκτροφόρηση ταξινομείται σε συνεχή και ασυνεχή. Στη συνεχή ηλεκτροφόρηση, 
χρησιμοποιείται ένας τύπος πηκτής, η πηκτή διαχωρισμού, καθώς και το ίδιο 
ρυθμιστικό διάλυμα για την πηκτή και για τα δοχεία των ηλεκτροδίων. Στην ασυνεχή 
ηλεκτροφόρηση, χρησιμοποιούνται δύο διαφορετικοί τύποι πηκτής, η πηκτή 
επιστοίβαξης, η οποία επιτρέπει τη διάταξη των πρωτεϊνών του δείγματος σε μια 
λεπτή ζώνη, πριν την έναρξη του διαχωρισμού, και η πηκτή διαχωρισμού, η οποία 
διαχωρίζει τις ζώνες των διαφορετικού μεγέθους πρωτεϊνών. Επιπλέον, τα διαλύματα 
παρασκευής των δύο τύπων πηκτής, καθώς και το ρυθμιστικό διάλυμα των δοχείων 
ηλεκτροφόρησης διαφέρουν ως προς το pH και τη σύσταση τους.
Η αποδιάταξη των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται με τη βοήθεια του 
απορρυπαντικού SDS (Sodium Dodecyl Sulfate - Δωδεκακυλο-Θειικό Νάτριο) και 
του αναγωγικού μέσου DTT. Η συμπλοκοποίηση του SDS γίνεται σε σταθερή 
αναλογία με τη μάζα της πρωτεΐνης (1.4 g SDS / g πρωτεΐνης), προσδίδοντας, έτσι, σε 
κάθε αποδιαταγμένη πολυπεπτιδική αλυσίδα αρνητικό φορτίο ανάλογο του μοριακού 
της βάρους. Με τον τρόπο αυτό οι αλυσίδες είναι σε θέση να διαχωριστούν, υπό την 
επίδραση ηλεκτρικού πεδίου, με βάση αποκλειστικά το μοριακό τους βάρος. To DTT, 
με τη σειρά του, έχει αναγωγική δράση, διασπώντας τους δισουλφιδικούς δεσμούς, 
και επιτρέποντας σε κάθε πολυπεπτιδική αλυσίδα, πρωτεϊνών που αποτελούνται από 
πολλές υπομονάδες, να διαχωρίζεται ανεξάρτητα.
2.4.1.1. Προετοιμασία της πηκτής πολυακρυλαμιδίου
Το σύστημα ασυνεχούς ηλεκτροφόρησης, που χρησιμοποιήθηκε για το 
διαχωρισμό πρωτεϊνικών μορίων, κατά τη διάρκεια των εργασιών, αποτελείται από 
την πηκτή διαχωρισμού, με ύψος 7,5 cm και πάχος 1 mm, και την πηκτή 
επιστοίβαξης ύψους 1 cm. Οι θέσεις εισαγωγής του δείγματος δημιουργούνται με τη 
βοήθεια πλαστικής οδοντωτής μήτρας, η οποία αφαιρείται μετά τον πολυμερισμό της 
πηκτής επιστοίβαξης.
Η σύσταση των επιμέρους στοιχείων του συστήματος είναι η εξής:
Διάλυμα δοχείων ηλεκτροφόρησης: 50 mM Tris, 0.38 Μ γλυκίνη, 2 mM 
EDTA, 0.1% SDS, pH 8.9
Πηκτή επιστοίβαξης: (4,5% ακρυλαμίδιο) bis, 0.1% SDS, 0.125 Μ Tris-Cl 
pH 6.8, 2 mM EDTA, για τον πολυμερισμό 0.08% APS, 0.04% TEMED
Πηκτή διαχωρισμού: (8-12% ακρυλαμίδιο) bis, 0.1% SDS, 0.375 Μ Tris-Cl 
pH 8.8, 2 mM EDTA, για τον πολυμερισμό 0.04% APS, 0.04% TEMED
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2.4.1.2. Προετοιμασία των προς ανάλυση δειγμάτων
Η προετοιμασία των δειγμάτων για την ηλεκτροφόρηση κάτω από 
αποδιατακτικές συνθήκες, γίνεται ως εξής: Το διάλυμα που περιέχει τα πρωτεϊνικά 
μόρια, αναμιγνύεται με το διάλυμα φόρτωσης, και ακολουθεί θέρμανση για 3-5 λεπτά 
στους 95 °C, με σκοπό την ευκολότερη αποδιάταξη των πολυπεπτιδικών αλυσίδων. 
Τέλος, τα δείγματα διαβιβάζονται, με τη βοήθεια σύριγγας τύπου Hamilton, στις 
ειδικές θέσεις που διαμορφώθηκαν στην πηκτή επιστοίβαξης.
Σύσταση διαλύματος φόρτωσης: 62,5 mM Tris-HCl_pH 6,8, 2,3% SDS, 10% 
γλυκερόλη, 0,05% (w/v) μπλε της βρωμοφαινόλης, 25 mM DTT.
2.4.1.3. Ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών και χρώση με Coomassie Brilliant Blue
Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών, γίνεται με εφαρμογή στα άκρα της πηκτής 
διαφοράς δυναμικού ~150 Volt, για χρονικό διάστημα ~1 h. Η ηλεκτροφόρηση 
διακόπτεται, όταν η χρωστική του διαλύματος φόρτωσης, φτάσει στο απέναντι άκρο 
της πηκτής.
Η βαφή των πρωτεϊνικών ζωνών γίνεται με τη βοήθεια της χρωστικής 
Coomassie Brilliant Blue, η οποία έχει την ικανότητα να προσδένεται στις πρωτεΐνες 
διαμέσου υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Αυτό γίνεται με εμβάπτιση της πηκτής σε 
διάλυμα χρωματισμού, για διάστημα τουλάχιστο 30 λεπτών, υπό συνεχή ανακίνηση, 
έτσι ώστε η χρωστική να μπορέσει να διαχυθεί σε ολόκληρο τον όγκο της πηκτής. Με 
τη βοήθεια του ιδίου διαλύματος, γίνεται ταυτόχρονα και στερέωση των πρωτεϊνών 
στην πηκτή, έτσι ώστε να αποφεύγεται η διάχυση τους. Ο αποχρωματισμός της 
πηκτής και η εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών, γίνεται με απομάκρυνση της 
χρωστικής, επίσης με διάχυση, από οπουδήποτε δεν υπάρχουν πρωτεΐνες. Αυτό 
επιτυγχάνεται με εμβάπτιση της πηκτής σε διάλυμα αποχρωματισμού, για διάστημα 
τουλάχιστο 30 λεπτών, υπό συνεχή ανακίνηση.
Σύσταση διαλύματος χρωματισμού: 0,25% Coomassie Brilliant Blue, 50% 
αιθανόλη, 10% οξικό οξύ.
Σύσταση διαλύματος αποχρωματισμού: 30% αιθανόλη, 10% οξικό οξύ.
2.4.2. Ανάλυση πρωτεϊνών με ανοσοαποτύπωση (WESTERN BLOTTING)
Η ανάλυση πρωτεϊνών με ανοσοαποτύπωση επιτρέπει την ανίχνευση μιας 
συγκεκριμένης πρωτεΐνης εντός μίγματος πολλών πρωτεϊνών (π.χ. κυτταρικό 
εκχύλισμα). Η βάση της τεχνικής είναι η ειδική αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης με ένα
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αντίσωμα, το οποίο έχει κατασκευαστεί ειδικά για αυτή.
Η τεχνική πραγματοποιείται σε δυο στάδια. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει τη 
μεταφορά, υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου, και την καθήλωση των πρωτεϊνών 
σε μια ειδική μεμβράνη, συνήθως νιτροκυτταρίνης. Η μεταφορά των πρωτεϊνών 
πραγματοποιείται είτε σε υγρή (Wet transfer) είτε σε ημίξηρη φάση (Semi-dry 
transfer). Το δεύτερο στάδιο περιλαμβάνει την ανοσοανίχνευση της πρωτεΐνης. Πιο 
συγκεκριμένα, η προς ανίχνευση πρωτεΐνη (αντιγόνο) αναγνωρίζεται αρχικά από 
ειδικό προς αυτή αντίσωμα, ενώ στη συνέχεια, το αντίσωμα πλέον, αναγνωρίζεται 
από ένα δεύτερο αντίσωμα. Το δεύτερο αυτό αντίσωμα, είναι κατασκευασμένο σε 
σύνδεση με κάποιο ένζυμο (στην περίπτωσή μας την HRP). Με τον τρόπο αυτό, όταν 
στο ένζυμο διαβιβαστεί περίσσεια του υποστρώματος του, εκλύει φωταύγεια, 
επιτρέποντας την ανίχνευση της συγκεκριμένης πρωτεΐνης επάνω στη μεμβράνη.
2.4.2.1. Ημίξηρη μεταφορά (Semi-Dry Tranfer)
Η διαδικασία της μεταφοράς σε ημίξηρη φάση, γίνεται ως εξής: Μετά το 
πέρας της ηλεκτροφόρησης του πρωτεϊνικού δείγματος κάτω από αποδιατακτικές 
συνθήκες, η πηκτή διαχωρισμού τοποθετείται, για εξισορρόπηση στο διάλυμα 
μεταφοράς για 5 λεπτά. Προηγουμένως, έχουν ετοιμαστεί έξι κομμάτια διηθητικό 
χαρτί Whatman 3mm, στο μέγεθος της πηκτής διαχωρισμού, καθώς και η μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης, στην οποία θα γίνει η μεταφορά. Στη συνέχεια δημιουργείται ένα 
«σάντουιτς» από τα παραπάνω υλικά, το οποίο αποτελείται διαδοχικά, από κάτω προς 
τα πάνω, από τα εξής: τρία κομμάτια διηθητικό χαρτί Whatman, τη μεμβράνη, την 
πηκτή, και άλλα τρία κομμάτια διηθητικό χαρτί Whatman, η διάταξη των οποίων 
φαίνεται στην Εικ. 29. Ακολουθεί η ηλεκτροφόρηση και μεταφορά των πρωτεϊνών 
της πηκτής στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, μετά από εφαρμογή διαφοράς δυναμικού 
10 Volt στις δύο εξωτερικές επιφάνειες του σάντουιτς, για 1 ώρα. Η μεταφορά των 
πρωτεϊνών γίνεται σε οριζόντια θέση, ανάμεσα σε δύο μεγάλα και επίπεδα 
ηλεκτρόδια, χωρίς τη χρήση μεγάλης ποσότητας διαλύματος μεταφοράς Ο τρόπος 
αυτός αντενδείκνυται για παρατεταμένους χρόνους μεταφοράς, καθώς υπάρχει 
κίνδυνος καταστροφής των ηλεκτροδίων. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται με τη βοήθεια 
της συσκευής Trans-Blot SD της BioRad. Μετά το πέρας της μεταφοράς, ακολουθεί 
χρωματισμός της μεμβράνης με διάλυμα της χρωστική Ponceau S και συγκέντρωσης 
0,2%, με σκοπό την επιβεβαίωση της μεταφοράς και τον προσδιορισμό της θέσης των 
πρωτεϊνικών ζωνών. Τέλος, η μεμβράνη αποχρωματίζεται με τη βοήθεια διαλύματος
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PBS (Phosphate Buffer Saline).
Εικόνα 29: Διάταξη του σάντουιτς πηκτής-μεμβράνης στη μεταφορά πρωτεϊνών ημίξηρης φάσης 
(Fermentas Life Sciences).
Σύσταση διαλύματος μεταφοράς: 48 mM Tris, 39 mM Glycine, 1,3 mM SDS. 
Σύσταση διαλύματος PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 4,3 mM 
Na2HP04.7H20, 1,4 mM KH2P04.
2.4.2.2. Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών
Η διαδικασία της ανοσοανίχνευσης των πρωτεϊνών πραγματοποιείται ως εξής: 
Αρχικά, η μεμβράνη επωάζεται με ειδικό διάλυμα αποκλεισμού (Blocking Buffer), 
για μία ώρα. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η σύνδεση των πρωτεϊνών του 
γάλακτος (καζεΐνη) σε όσες θέσεις της μεμβράνης δεν έχουν συνδεθεί πρωτεΐνες από 
την πηκτή, και αποφεύγονται οι μη ειδικές αλληλεπιδράσεις της μεμβράνης με τα 
αντισώματα. Στη συνέχεια, ακολουθούν τρεις πλύσεις της μεμβράνης, για 15, 5 και 5 
λεπτά διαδοχικά, με PBS + 0,1% Tween 20, για να απομακρυνθούν όσες πρωτεΐνες 
δεν προσδέθηκαν στη μεμβράνη. Ακολουθεί επώαση με το πρώτο αντίσωμα 
(αραιωμένο σε κατάλληλη συγκέντρωση με διάλυμα PBS + 0,1% Tween 20), για 2-3 
ώρες σε θερμοκρασία δωματίου ή για 16 ώρες στους 4 °C. Ακολουθούν τρεις πλύσεις 
της μεμβράνης, για 15, 5 και 5 λεπτά διαδοχικά, με PBS + 0,1% Tween 20, για την 
απομάκρυνση του αντισώματος που δεν δεσμεύτηκε στη μεμβράνη. Στη συνέχεια, η 
μεμβράνη επωάζεται για 1 ώρα με το δεύτερο αντίσωμα, αραιωμένο σε κατάλληλη 
συγκέντρωση με διάλυμα PBS + 0,1% Tween 20. Ακολουθούν, για άλλη μια φορά,
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τρεις πλύσεις της μεμβράνης, για δεκαπέντε, πέντε και πέντε λεπτά διαδοχικά, με 
PBS + 0,1% Tween 20, για την απομάκρυνση του αντισώματος που δεν δεσμεύτηκε 
στη μεμβράνη.
Τέλος πραγματοποιείται εμφάνιση των θέσεων της μεμβράνης που έχουν 
αναγνωριστεί από το πρώτο αντίσωμα, με τη μέθοδο της χημειοφωταύγειας. Η 
μεμβράνη επωάζεται για ένα λεπτό σε διάλυμα που περιέχει 10 ml λουμινόλης ( 1,25 
mM σε 0,1 Μ Tris-Cl pH 8,5), 10 μΐ 3% Η2Ο2 και 100 μΐ κουμαρικού οξέος ( 6,8 mM 
σε DMSO). Στη συνέχεια επικαλύπτεται με διαφανή μεμβράνη, και ακολουθεί 
έκθεση σε φωτογραφικό φιλμ Hyperfilm ECL (Amersham). Το φιλμ εμφανίζεται με 
τα αντιδραστήρια εμφάνισης, μετά από 3 λεπτά επώαση στο διάλυμα ανάπτυξης 
(Kodak), 3 λεπτά στο διάλυμα σταθεροποίησης (Kodak), και τελικά, 3 λεπτά σε νερό.
Επίσης, η εμφάνιση των θέσεων της μεμβράνης που έχουν αναγνωριστεί από 
το πρώτο αντίσωμα πραγματοποιείται και με τη μέθοδο της χρωματικής αντίδρασης. 
Στη συγκεκριμένη περίπτωση, οι τρεις τελευταίες πλύσεις γίνονται χωρίς το 
απορρυπαντικό Tween 20. Ακολουθεί ανάμιξη 10 μΐ Chloronaphthol σε 1 ml 
μεθανόλης, και 10 μΐ 3% Η2Ο2 σε 10 ml PBS, ανάμιξη μεταξύ τους και επώαση της 
μεμβράνης στο παραπάνω διάλυμα μέχρι την εμφάνιση ζωνών. Η αντίδραση 
διακόπτεται με αφαίρεση του παραπάνω διαλύματος και ξέπλυμα με Η2Ο.
Σύσταση διαλύματος αποκλεισμού: PBS, 2% γάλα σε σκόνη, 0,1% Tween20
2.4.3. Φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού (Circular Dichroism 
Spectroscopy, CD)
Η φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού επιτρέπει τη μελέτη της 
δευτεροταγούς δομής των πρωτεϊνών. Η βάση της μεθόδου είναι η διαφορετική 
απορρόφηση του επίπεδα πολωμένου φωτός από οπτικώς ενεργά μόρια, όπως οι 
πρωτεΐνες. Το επίπεδα πολωμένο φως είναι το άθροισμα του δεξιόστροφα και 
αριστερόστροφα κυκλικά πολωμένου φωτός. Όταν το επίπεδα πολωμένο φως 
διέρχεται διαμέσου διαλύματος οπτικά ενεργούς ουσίας, η δεξιόστροφη και 
αριστερόστροφη συνιστώσα του απορροφώνται σε διαφορετικό βαθμό (Εικ. 30).
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Εικόνα 30: Σχηματική αναπαράσταση της διαφοράς στην απορρόφηση της δεξιόστροφης και 
αριστερόστροφης συνιστώσας του πολωμένου φωτός κατά τη διέ/χυση του διαμέσου διαλύματος οπτικά 
ενεργού ουσίας.
Έχει βρεθεί ότι οι πρωτεΐνες, ανάλογα με τη δευτεροταγή τους δομή, π.χ. α- 
έλικα, β-πτυχωτή επιφάνεια, κτλ, απορροφούν αντίστοιχα, δημιουργώντας ένα 
χαρακτηριστικό φάσμα απορρόφησης. Έτσι, χρησιμοποιώντας το φάσμα 
απορρόφησης μιας πρωτεΐνης, μπορούμε να βγάλουμε συμπεράσματα για τη 
δευτεροταγή της δομή (Εικ. 31).
Εικόνα 31: Φάσματα απορρόφησης πολωμένου φωτός διαφορετικών δευτεροταγών δομών μιας 
πρωτεΐνης.
Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών που χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα 
ήταν ~0,5 mg/ml, ενώ η σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος ήταν: 10 mM KPi pH 
8. Το φάσμα απορρόφησης μετρήθηκε ήταν σε εύρος μήκους κύματος από 190 nm 
έως 240 nm, ενώ η επεξεργασία των αποτελεσμάτων με ειδικό λογισμικό, έδωσε
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αποτελέσματα σε εύρος μήκους κύματος από 200 nm έως 240 nm. Οι μετρήσεις 
πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του φασματοφωτομέτρου Jasco J-710.
2.4.4. Μέθοδος συντονισμού πλασμονίων επιφάνειας στο σύστημα BIACORE
Η μέθοδος συντονισμού πλασμονίων επιφάνειας ανιχνεύει αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ μακρομορίων (π.χ. πρωτεΐνες, νουκλεϊκά οξέα, κτλ). Αυτό επιτυγχάνεται 
μετρώντας τη γωνία ανάκλασης μιας ακτίνας φωτός στην επιφάνεια που σχηματίζεται 
ανάμεσα στο υδατικό διάλυμα, που περιέχει τα εν δυνάμει αλληλεπιδρώντα μόρια- 
λείες, και μια βιοαισθητηριακή επιφάνεια, πάνω στην οποία βρίσκεται καθηλωμένη η 
πρωτέίνη-δόλωμα. Η πρωτέίνη-δόλωμα είναι προσαρτημένη σε ένα λεπτό επίπεδο 
μετάλλου το οποίο καλύπτει την εσωτερική πλευρά ενός γυάλινου πρίσματος. Μία 
ακτίνα φωτός περνάει διαμέσου του πρίσματος. Για μία συγκεκριμένη γωνία 
πρόσπτωσης, η οποία ονομάζεται γωνία συντονισμού, μέρος της ενέργειας του φωτός 
αλληλεπιδρά με το ηλεκτρονιακό νέφος του μεταλλικού φιλμ, δημιουργώντας ένα 
πλασμόνιο (ταλάντωση των ηλεκτρονίων κάθετα στο επίπεδο του φιλμ πάνω και 
κάτω από την ανώτερη και κατώτερη του επιφάνεια αντίστοιχα). Το πλασμόνιο με τη 
σειρά του δημιουργεί ηλεκτρικό πεδίο, το οποίο επεκτείνεται σε μικρή απόσταση 
(περίπου όσο το μήκος κύματος της ακτίνας φωτός) πάνω και κάτω από την 
επιφάνεια του μετάλλου. Οποιαδήποτε αλλαγή στη σύσταση του περιβάλλοντος, 
εντός της ακτίνας του ηλεκτρικού πεδίου, προκαλεί μετρήσιμη αλλαγή της γωνίας 
συντονισμού. Προκειμένου να μετρήσουμε αλληλεπίδραση, διάλυμα το οποίο 
περιέχει πρωτεΐνες (ή άλλα μόρια) που πιθανόν αλληλεπιδρούν με μια 
ακινητοποιημένη πρωτέίνη-δόλωμα, περνάει πάνω από την επιφάνεια του 
βιοαισθητήρα. Εφόσον οι πρωτεΐνες προσδένονται στην πρωτέίνη-δόλωμα, η 
σύσταση των μοριακών συμπλοκών της μεταλλικής επιφάνειας μεταβάλλεται, 
προκαλώντας μεταβολή και στη γωνία συντονισμού. Οι μεταβολές της γωνίας 
συντονισμού παρακολουθούνται σε πραγματικό χρόνο και αντανακλούν την κινητική 
πρόσδεσης ή αποδέσμευσης μορίων στης πρωτέίνη-δόλωμα.
Η πειραματική διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής: Μια
βιοαισθητηριακή επιφάνεια (CM-5, BIACORE ΑΒ) χρησιμοποιείται για την 
ακινητοποίηση της μίας πρωτεΐνης, διαμέσου ομοιοπολικής σύνδεσης με τις λυσίνες 
της πρωτεΐνης (BIACORE ΑΒ). Μια δεύτερη επιφάνεια, πάνω στην οποία 
ακινητοποιείται μια πρωτεΐνη χωρίς ικανότητα αλληλεπίδρασης, χρησιμοποιείται ως 
αρνητικό κοντρόλ. Μετά την ακινητοποίηση της πρωτεΐνης το φιλμ ξεπλένεται με
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διάλυμα μέχρι την αποκατάσταση μιας σταθερής βασικής γραμμής. Το διάλυμα στο 
οποίο βρίσκονται όλες οι πρωτεΐνες έχει την εξής σύσταση: 20 mM HEPES, pH 7.4, 
150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.005% Tween 20. Διαδοχικά αυξανόμενες 
συγκεντρώσεις της πρωτείνης-λείας στο παραπάνω ρυθμιστικό διάλυμα (1-2000 ηΜ) 
διαβιβάζονται επάνω από τις 2 επιφάνειες με ρυθμό ροής 20 μΐ/min στους 25 °C, και 
καταγράφεται η απόκριση μετά την αποκατάσταση της ισορροπίας. Η απόκριση της 
επιφάνειας κοντρόλ αφαιρείται από τη μετρούμενη απόκριση και τα δεδομένα 
παριστάνονται γραφικά ως Resonance Units (RE1) σε σχέση με τη συγκέντρωση της 
πρωτεΐνης-λείας. Η σταθερά διάστασης υπολογίζεται μετά από μαθηματική 
προσαρμογή των δεδομένων στην εξίσωση R = Rmax X C/(Kd + C), όπου R η 
απόκριση σε ισορροπία, Rmax η μέγιστη απόκριση και C η συγκέντρωση της 
πρωτεΐνης.
Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια ενός οργάνου BIAcore 
(BIACORE ΑΒ, Uppsala) (Jonsson et al., 1991).
2.4.5. Θερμιδομετρία Ισοθερμικής Τιτλοποίησης (Isothermal Titration 
Calorimetry, ITC)
Η Θερμιδομετρία Ισοθερμικής Τιτλοποίησης επιτρέπει το χαρακτηρισμό της 
αλληλεπίδρασης 2 μακρομορίων, δίνοντας πληροφορίες σχετικά με τη σταθερά 
συγγένειας (Ka) της αλληλεπίδρασης, τη στοιχειομετρία της (η), καθώς και τις 
θερμοδυναμικές της παραμέτρους, δηλαδή την ενθαλπία (DHb), την εντροπία (DSb), 
και την ελεύθερη ενέργεια (DGb). Γενικά, η αλληλεπίδραση δύο μορίων που 
εμφανίζουν συγγένεια, οδηγεί στο σχηματισμό συμπλόκου, με μείωση της ελεύθερης 
ενέργειας του συστήματος, και απελευθέρωση θερμότητας στο περιβάλλον. Η 
μέτρηση της θερμότητας που απελευθερώνεται, αποτελεί τη βάση της 
Θερμιδομετρίας Ισοθερμικής Τιτλοποίησης, και πραγματοποιείται με τη βοήθεια 
ειδικής συσκευής. Η συσκευή αυτή αποτελείται, από ένα κελί δείγματος (sample 
cell), στο οποίο τοποθετείται διάλυμα της πρώτης πρωτεΐνης, μία σύριγγα, για τη 
μεταφορά στο κελί δείγματος διαλύματος της δεύτερης πρωτεΐνης, και ένα κελί 
αναφοράς, με βάση το οποίο προσδιορίζονται τα ποσά θερμότητας που εκλύονται ή 
απορροφώνται κατά την αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών (Εικ. 32). Το παραπάνω 
ποσό θερμότητας μπορεί να αναλυθεί με βάση τη μαθηματική σχέση: 
Q=V0A//bXa[L]/(l+Xa[L])
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όπου Vo είναι ο όγκος του κελιού δείγματος, Δ/ή, η ενθαλπία πρόσδεσης ανά μόριο 
προσδέτη, [M]t η συνολική συγκέντρωση των μακρομορίων (σε μορφή συμπλόκου 
και μη), Κ·ά η σταθερά πρόσδεσης και [L] η συγκέντρωση του προσδέτη σε ελεύθερη 
μορφή. Με τη βοήθεια ειδικού λογισμικού, γίνεται μαθηματική ανάλυση των ποσών 
θερμότητας από σειρά μετρήσεων, και εξαγωγή των αποτελεσμάτων.
cell feedback 
beater
reference 
heater calibration
treater
Adiabatic Jacket
Εικόνα 32: Σχηματική αναπαράσταση της συσκευής για την πραγματοποίηση των πειραμάτων 
Θερμιδομετρίας ΙσοΘερμικής Τιτλοποίησης.
Όλα τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε θερμοκρασία 20 °C. Οι πρωτεΐνες 
του κελιού-δείγματος και της σύριγγας αραιώθηκαν σε τελικές συγκεντρώσεις 50 μΜ 
and 5 μΜ, αντίστοιχα. Το ρυθμιστικό διάλυμα που χρησιμοποιήθηκε είχε την εξής 
σύσταση: 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10% Glycerol.
Τα πειράματα Θερμιδομετρίας ΙσοΘερμικής Τιτλοποίησης 
πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του οργάνου "VP-ITC microcalorimeter" της 
εταιρείας "MicroCal Inc.". Ανάλυση των πειραματικών δεδομένων έγινε με τη 
βοήθεια του λογισμικού Origin.
2.5. Μέτρηση δράσης αμινοακυλίωσης tRNA
Ο προσδιορισμός της ικανότητας αμινοακυλίωσης των συνθετασών του 
αμινοακυλο-tRNA αποτελεί μια in vitro βιοχημική δοκιμασία της ενζυμικής τους 
ενεργότητας. Η αρχή της μεθόδου περιλαμβάνει την σύνδεση ραδιενεργού αμινοξέος
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σε tRNA S. cerevisiae από την ομότυπη συνθετάση και στη συνέχεια την εκλεκτική 
κατακρήμνιση των μορίων tRNA σε φίλτρα Whatman (σε όξινες συνθήκες). Με τον 
τρόπο αυτό κατακρημνίζεται μαζί τους μόνο όσο ραδιενεργό αμινοξύ έχει 
ενσωματωθεί στο ομότυπο tRNA. Τέλος η μέτρηση του ποσού της ραδιενέργειας των 
φίλτρων επιτρέπει τον υπολογισμό της καταλυτικής δραστικότητας της ομότυπης 
συνθετάσης.
Για τη μέτρηση της ικανότητας αμινοακυλίωσης των ενζύμων, MetRS, ΜΚ, 
MK-TRBD, ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία: 2, 5 ή 10 ηΜ ενζύμου 
προστέθηκαν σε 120 μΐ μίγματος αντίδρασης, το οποίο περιλάμβανε 144 mM Tris-Cl, 
pH 7.8,10 mM MgC^, 5 mM DTT, 1.2 mg/ml BSA, 2 mM ATP, 6 mg/ml συνολικό 
tRNA ζυμομύκητα (Roche Molecular Biochemicals), και 0.05 mM L-[35S] μεθειονίνη 
(ICN Radiochemicals, specific activity 540 Ci/mmol), και το μίγμα της αντίδρασης 
επωάστηκε στους 25 °C. Πριν την προσθήκη του ενζύμου αφαιρέθηκαν από το μίγμα 
της αντίδρασης 2 δείγματα των 15 μΐ (αρνητικό και θετικό κοντρόλ). Στη συνέχεια, 
από το μίγμα της αντίδρασης αφαιρέθηκαν δείγματα 15 μΐ μετά από χρονικό 
διάστημα 1, 2, 3, 4 και 5 min, και τοποθετήθηκαν σε φίλτρα Whatman (διαστάσεις 
lxlcm) που είχαν εμβαπτιστεί σε διάλυμα τριχλωρο-οξικού οξέος, με σκοπό την 
διακοπή της αντίδρασης, την κατακρήμνιση των μορίων tRNA επάνω στο φίλτρο και 
την προστασία του εστερικού δεσμού ανάμεσα στο αμινοξύ και το 3’ άκρο του tRNA 
από υδρόλυση. Ακολούθως, τα φίλτρα ξεπλύθηκαν για 10 min (3 επαναλήψεις) σε 
500 ml ψυχρού διαλύματος 5% τριχλωροοξικού οξέος με 0,1 mM μη ραδιενεργά 
σημασμένη μεθειονίνη, και για 10 min (3 επαναλήψεις) σε 500 ml ψυχρού 
διαλύματος 70% αιθανόλης, για την απομάκρυνση όσης ραδιενεργού μεθειονίνης 
υπήρχε επάνω στα φίλτρα χωρίς να είναι ενσωματωμένη στο tRNA. Τέλος, τα φίλτρα 
στεγνώθηκαν και μετρήθηκε το ποσό ραδιενέργειας μέσα σε υγρό σπινθηρισμού 
(scintillation liquid).
2.6. Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser (Confocal Laser Scanning 
Microscopy)
Η Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser αποτελεί τύπο οπτικής 
μικροσκοπίας που επιτρέπει τη δημιουργίας καθαρής εικόνας ενός δεδομένου 
επιπέδου μέσα σε ένα τρισδιάστατο αντικείμενο (π.χ. κύτταρο), χρησιμοποιώντας ως 
πηγή φωτός μία ακτίνα laser, και κάνοντας ανάλυση με τη βοήθεια ηλεκτρονικού 
υπολογιστή. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την αποκάλυψη του υποκυτταρικού
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εντοπισμού μιας πρωτεΐνης (πυρήνας ή κυτταρόπλασμα) του σακχαρομύκητα, 
εφόσον αυτή εκφραστεί ως χιμαιρική πρωτεΐνη σε σύντηξη με την πράσινη 
φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP). Οι πρωτεΐνες που χρησιμοποιήθηκαν για το σκοπό 
αυτό, κλωνοποιήθηκαν ως χιμαιρικές πρωτεΐνες, σε σύντηξη με GFP στο αμινοτελικό 
τους άκρο.
Οι προετοιμασία των δειγμάτων γίνεται ως εξής: αρχικά εμβολιάζονται 
καλλιέργειες των υπό μελέτη στελεχών σε πλούσιο θρεπτικό μέσο (YPD) και 
επωάζονται στους 30 °C υπό συνεχή ανάδευση, μέχρι μέγιστης οπτικής πυκνότητας 
~1 OD. Με τον τρόπο αυτό επιλέγονται κύτταρα του ζυμομύκητα που βρίσκονται σε 
λογαριθμική φάση ανάπτυξης, και ανάμεσα σε αυτά είναι εύκολο να εντοπιστούν 
κάποια που βρίσκονται στη φάση της κυτταρικής διαίρεσης. Στα κύτταρα αυτά, ο 
πυρήνας εντοπίζεται κοντά στο σημείο της περίσφιξης, καθώς είναι το τελευταίο 
κυτταρικό συστατικό που διαιρείται, και έτσι είναι εύκολος ο εντοπισμός του. 
Περίπου 15 ml καλλιέργειας φυγοκεντρούνται, και το ίζημα επαναιωρείται σε ~1 ml 
PBS. Στη συνέχεια, και για την κατασκευή των δειγμάτων, διάλυμα PBS με 0,7% 
αγαρόζη θερμαίνεται μέχρι τήξης της αγαρόζης, και μία σταγόνα από το παραπάνω 
διάλυμα τοποθετείται προς πήξη πάνω σε μια αντικειμενοφόρο πλάκα. 10 μΐ από το 
εναιώρημα των κυττάρων τοποθετούνται ανάμεσα στο πηγμένο διάλυμα αγαρόζης 
και την καλυπτρίδα για τη σταθεροποίηση των κυττάρων και στη συνέχεια 
παρατηρούνται στο μικροσκόπιο..
Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν στο Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ στην 
Αθήνα, και το μικροσκόπιο που χρησιμοποιήθηκε ήταν Leica TCS-SP, καθώς και 
στο EMBL (European Molecular Biology Laboratory) της Χαϊδελβέργης και το 
μικροσκόπιο που χρησιμοποιήθηκε ήταν το Zeiss LSM510 FCS.
2.7. Γενετική και φαινοτυπική ανάλυση κυττάρων S. cerevisiae
2.7.1. Έλεγχος λειτουργικότητας ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών in vivo με τη 
δοκιμασία συμπληρωματικότητας
Η κατασκευή ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών με τη βοήθεια τεχνικών γενετικής 
μηχανικής, ενέχει πάντοτε τον κίνδυνο κατασκευής μη λειτουργικών πρωτεϊνών. 
Υπάρχουν διάφορες αιτίες, ανάμεσα στις οποίες, η προβληματική αναδίπλωση της 
ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης, η αυξημένη ευαισθησία της σε πρωτεόλυση κτλ. Για 
το λόγο αυτό, πριν τη χρησιμοποίηση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών σε σειρά 
πειραμάτων είναι ανάγκη να επιβεβαιωθεί η λειτουργικότητα τους. Ένας τρόπος
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ελέγχου in vivo είναι η δοκιμασία συμπληρωματικότητας, δηλαδή η ικανότητα 
αντικατάστασης του πλασμιδίου που φέρει το γονίδιο της αγρίου τύπου πρωτεΐνης 
από ένα πλασμίδιο που φέρει το γονίδιο που κωδικοποιεί για την ανασυνδυασμένη 
πρωτεΐνη.
Για μία πρωτεΐνη με προέλευση το ζυμομύκητα, το πεδίο της δοκιμής είναι 
ένα στέλεχος ζυμομύκητα, από το οποίο έχει απαλειφθεί το αγρίου τύπου γονίδιο της 
πρωτεΐνης. Το στέλεχος επιβιώνει διότι έγινε υποκατάσταση του γονιδίου από 
πλασμίδιο, που περιέχει το γονίδιο. Το συγκεκριμένο πλασμίδιο διαθέτει και το 
γονίδιο URA3, που κωδικοποιεί για ένα ενδιάμεσο ένζυμο του μεταβολισμού της 
ουρακίλης. Το ένζυμο αυτό, εφόσον στο περιβάλλον του ζυμομύκητα υπάρχει η 
χημική ένωση φθορο-οροτικό οξύ (Fluoro Orotic Acid, FOA) δημιουργεί ένα τοξικό 
προϊόν, οδηγώντας στο θάνατο όσα κύτταρα διαθέτουν το πλασμίδιο. 
Μετασχηματίζοντας το συγκεκριμένο στέλεχος του ζυμομύκητα με το πλασμίδιο που 
κωδικοποιεί την προς έλεγχο ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη και καλλιεργώντας τα 
κύτταρα σε συνθήκες κάτω από τις οποίες, εφόσον η πρωτεΐνη αυτή είναι 
λειτουργική, τους δίνεται η δυνατότητα να χάσουν το ένα πλασμίδιο, λαμβάνουμε ένα 
ετερογενή πληθυσμό κυττάρων. Από τα κύτταρα αυτό, κάποια περιέχουν το ένα από 
τα δύο και κάποια και τα δύο πλασμίδια. Μεταφέροντας πλέον τα κύτταρα σε 
θρεπτικό μέσο το οποίο περιέχει και FOA, τα κύτταρα που έχουν χάσει το πλασμίδιο 
με το γονίδιο URA3 θα αναπτυχθούν, μονό εφόσον το δεύτερο πλασμίδιο που 
εισαγάγαμε κωδικοποιεί μια λειτουργική πρωτεΐνη που συμπληρώνει την έλλειψη της 
πρωτεΐνης αγρίου τύπου, επιβεβαιώνοντας με τον τρόπο αυτό τη λειτουργικότητα της. 
Αντίθετα, στην περίπτωση που η νέα πρωτεΐνη δεν είναι λειτουργική δεν 
παρατηρείται ανάπτυξη των κυττάρων του S. cerevisiae.
2.7.2. Μελέτη ρυθμού ανάπτυξης στελεχών ζύμης
Ο ρυθμός ανάπτυξης ενός στελέχους ζύμης, καθορίζεται από το χρόνο 
διπλασιασμού, δηλαδή το χρονικό διάστημα ανάμεσα σε δύο διαδοχικές κυτταρικές 
διαιρέσεις. Αυτός με τη σειρά του εξαρτάται τόσο από το γενετικό δυναμικό του 
στελέχους, όσο και από το περιβάλλον. Για ένα αγρίου τύπου στέλεχος ζύμης, ο 
χρόνος διπλασιασμού είναι περίπου 90 min. Εφόσον, είτε οι συνθήκες του 
περιβάλλοντος είτε ο γονότυπος, μεταβληθούν, αντίστοιχα μεταβάλλεται και ο 
χρόνος διπλασιασμού. Μπορεί επομένως το φαινοτυπικό αυτό χαρακτηριστικό να 
χρησιμοποιηθεί ως δείκτης λειτουργίας ενός μεταλλαγμένου στελέχους ζύμης, σε
115
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
σύγκριση πάντοτε με κάποιο στέλεχος αναφοράς (αγρίου τύπου ή μεταλλαγμένο 
στέλεχος ζύμης).
Για τον υπολογισμό του χρόνου διπλασιασμού έγιναν καλλιέργειες των υπό 
μελέτη στελεχών και μετρήθηκε ο ρυθμός ανάπτυξής τους. Αρχικά, έγινε 
εμβολιασμός καλλιέργειας με το υπό μελέτη στέλεχος, σε θρεπτικό υλικό μόνο με τα 
απαραίτητα για επιβίωση συστατικά, και χωρίς το συστατικό με το οποίο γίνεται η 
επιλογή των κυττάρων που διαθέτουν το πλασμίδιο. Ακολουθεί επώαση στους 30 °C 
υπό συνεχή ανάδευση, μέχρι μέγιστης οπτικής πυκνότητας ~1. Το στάδιο αυτό 
επιτρέπει τη δημιουργία ομοιογενούς πληθυσμού κυττάρων ζύμης. Στη συνέχεια, 
γίνεται συλλογή κυττάρων με φυγοκέντρηση στα 4000 rpm για 5 min και 
επαναιώρηση τους σε πλούσιο θρεπτικό μέσο YPD, προς τελικό όγκο 30 ml και 
οπτική πυκνότητα —0,1 OD. Τέλος, γίνεται επώαση των κυττάρων στους 30 °C υπό 
συνεχή ανάδευση και μέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε τακτά χρονικά διαστήματα 
(περίπου κάθε 2 ώρες). Για την πραγματοποίηση του πειράματος είναι σημαντικό τα 
κύτταρα να βρίσκονται συνεχώς σε λογαριθμική φάση ανάπτυξης, δηλαδή, η οπτική 
τους πυκνότητα δεν πρέπει να ξεπερνά το 1 OD. Αυτό επιτυγχάνεται με αραίωση της 
καλλιέργειας έτσι ώστε να διατηρείται συνεχώς σε οπτική πυκνότητα από 0,1 έως 1 
OD. Η παραπάνω διαδικασία συνεχίζεται για ~36 ώρες. Ο υπολογισμός του χρόνου 
διπλασιασμού έγινε μετά από επεξεργασία των αποτελεσμάτων με τη βοήθεια του 
ειδικού λογισμικού SigmaPlot.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
3.1. Μοριακή ανάλυση του σχηματισμού του συμπλόκου 
Arclp/MetRS/GluRS
3.1.1. Προσδιορισμός της συγγένειας ανάμεσα στις πρωτεΐνες του συμπλόκου 
της Arclp in vitro
3.1.1.1. Απομόνωση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών του συμπλόκου
Για τη μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στις πρωτεΐνες 
του συμπλόκου της Arclp in vitro, ήταν απαραίτητο να απομονωθούν αυτές οι 
πρωτεΐνες σε καθαρή μορφή. Για το λόγο αυτό, ανασυνδυασμένες μορφές τόσο των 
αγρίου τύπου πρωτεϊνών όσο και των μεταλλαγμάτων τους (Εικ. 33), 
υπερεκφράστηκαν σε δύο διαφορετικά συστήματα (κύτταρα Ε. coli και κύτταρα S. 
cerevisiae) και στη συνέχεια απομονώθηκαν με συνδυασμό μεθόδων υγρής 
χρωματογραφίας.
Έκφραση σε E.coli
1 376
1 BE
Ιί
Arcl-ΔΝ
Arcl-ΔΝΙ
Εικόνα 33: Σχηματική αναπαράσταση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών που απομονώθηκαν από 
κύτταρα Ε. coli και S. cerevisiae.
Για την απομόνωση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης His-Arclp-ANl(A7-32) 
έπρεπε αρχικά να κατασκευαστεί το πλασμίδιο που θα επέτρεπε την έκφραση της σε 
κύτταρα Ε. coli. Το τμήμα της αλληλουχίας του DNA που κωδικοποιεί από το
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κατάλοιπο 32 της Ν-τελικής επικράτειας του Arclp, όπου τελειώνει η απαλοιφή 
(Galani et al., 2001) έως τη θέση περιορισμού Hpal που εντοπίζεται στην C-τελική 
επικράτεια του Arclp, αφαιρέθηκε μετά από πέψη με Xhol/Hpal από το πλασμίδιο 
pASZl l-PNOPl-GFP-ArclANl(A7-32) και υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο
pET8c-His6-Arclp-AN(7-122) που είχε υποστεί πέψη με τα ίδια ένζυμα, 
αντικαθιστώντας το τμήμα της αλληλουχίας DNA που κωδικοποιεί από το κατάλοιπο 
122 της Arclp έως τη θέση περιορισμού Hpal, προς κατασκευή του πλασμιδίου 
pET8c-His6-Arc 1 ρ-ΔΝΙ (7-32).
D
Ο
Ρ>
ΚΛάσμαια στή,^ς :kwtocn'f<Ate^
25-
18-
β 7 "β“β To
Εικόνα 34: Απομόνωση της ανασυνδυασμέτνης πρωτεΐνης His-Arclp από κύτταρα Ε. coli. (Α) Κύτταρα 
Ε. coli που περιείχαν το πλασμίδιο pET8c-ArcIp επωάστηκαν παρουσία IPTG και από τα αντίστοιχα 
κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκε η πρωτεΐνη His-Arclp. Το ομογενοποίημα (διαδρ. 1), το διαλ,υτό 
κλάσμα (διαδρ. 2) και το ίζημα (διαδρ. 3) των κυτταρικών εκχυλισμάτων, καθώς και το αδέσμευτο 
κλάσμα (διαδρ. 4) και το έκλουσμα της στήλης Ni-NTA-Sepharose (διαδρ. 5) αναλώθηκαν με SDS-PAGE 
και βαφή με Coomassie. (Β) Στη συνέχεια το έκλωυσμα της στήλης Ni-NTA-Sepharose διαβιβά,στηκε στη 
στή/.η κατιοντοανταλώαγής HiTrap SP και τα κλώσματα που συλώέχθηκαν (διαδρ. 6-10) αναλύθηκαν με 
SDS-PAGE και βαφή με Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών 
βαρών (σε kDa).
Για την απομόνωση των διαφόρων μορφών της Arclp από Ε. coli 
χρησιμοποιήθηκαν οι πλασμιδιακοί φορείς pET8c-His6 που επιτρέπουν την έκφραση 
τους σε βακτήρια ως ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες με επίτοπο έξι ιστιδινών. Οι 
μορφές της Arclp που απομονώθηκαν ήταν: η αγρίου τύπου Arclp, η Arclp-A(7- 
122), από την οποία έχει απαλειφθεί η Ν-τελική επικράτεια που αλληλεπιδρά με τις 
δύο συνθετάσες, και η οποία στο εξής θα ονομάζεται Arclp-ΔΝ, και τέλος η Arclp- 
Δ(7-32), από την οποία έχουν απαλειφθεί τα αμινοξικά κατάλοιπα 7 έως 32 (στο εξής
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θα ονομάζεται Arclp-ΔΝΙ) (Εικ. 33). Η Arclp-ΔΝ δεν έχει ικανότητα σύνδεσης με 
καμία από τις δύο συνθετάσες, ενώ η Arclp-ΔΝΙ έχει χάσει την ικανότητα 
αλληλεπίδρασης με την MetRS και συνεχίζει να αλληλεπιδρά με την GluRS (Galani 
et al., 2001). Οι ανασυνδυασμένες μορφές της Arclp υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα 
Ε. coli, και απομονώθηκαν με χρωματογραφία αγχιστείας σε στήλη Νΐ-ΝΤΑ- 
Sepharose, και σε ένα δεύτερο στάδιο με χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής σε στήλη 
HiTrap SP. Ένας αντιπροσωπευτικός καθαρισμός φαίνεται στην Εικ. 34.
(8)
GluRS
Εικόνα 35: Απομόνωση των συνθετασών MetRS και GluRS από κύτταρα S. cerevisiae. Κύτταρα S. 
cerevisiae που περιείχαν το πλασμίδιο pEMBL-MetRS (Α) ή pEMBL-GluRS (Β) επωάστηκαν παρουσία 
γα/Μκτόζης και από τα αντίστοιχα κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν οι πρωτεΐνες His-MetRS και 
His-GluRS. Το ομογενοποίημα (διαδρ. 1,6), το διαλυτό κλάσμα (διαδρ. 2,7) και το ίζημα (διαδρ. 3,8) των 
κυτταρικών εκχυλισμάτων, καθώς και το αδέσμευτο κλάσμα (διαδρ. 4,9) και το έκλουσμα της στήλης Νί- 
NTA-Sepharose (διαδρ. 5,10) αναλύθηκαν με SDS-PAGE και βαφή με Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά 
αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
Για την απομόνωση των συνθετασών MetRS και GluRS από κύτταρα S. 
cerevisiae και Ε. coli χρησιμοποιήθηκαν αντίστοιχα οι πλασμιδιακοί φορείς 
pEMBLyex4-His8-TEV και pETmCN-His6-TEV, που επιτρέπουν την έκφραση τους 
ως ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες με επίτοπο οχτώ ή έξι ιστιδινών στο αμινοτελικό 
τους άκρο, καθώς και θέση πρωτεόλυσης από την πρωτεάση TEV μεταξύ του 
επιτόπου και της αλληλουχίας της συνθετάσης. Αρχικά επιχειρήθηκε απομόνωση των 
συνθετασών από κύτταρα S. cerevisiae. Οι ανασυνδυασμένες His-TEV-MetRS και 
His-TEV-GluRS υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα ζυμομύκητα και απομονώθηκαν με 
χρωματογραφία αγχιστείας σε στήλη Ni-NTA-Sepharose. Το αποτέλεσμα ήταν η 
απομόνωση των συνθετασών σε καθαρή μορφή αλλά με χαμηλή απόδοση (Εικ. 35). 
Για το λόγο αυτό στη συνέχεια δοκιμάστηκε η έκφραση των συνθετασών σε κύτταρα
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E. coli. Η διαδικασία περιλάμβανε την απομόνωση τους με στήλη Νϊ-ΝΤΑ- 
Sepharose, την απομάκρυνση του επιτόπου His με πέψη με την πρωτεάση TEV, και 
τέλος τη διαβίβαση τους σε στήλη ανιοντοανταλλαγής HiTrap Q με αποτέλεσμα την 
ανάκτηση των συνθετασών σε καθαρή μορφή.
Εικόνα 36: Οι ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες His-Arclp (διαδρ. I), His-Arclp-AN 1 (διαδρ. 2), His- 
Arclp-ΔΝ (διαδρ. 3), MelRS (διαδρ. 4), His-MetRS-N (διαδρ. 5), GluRS (διαδρ. 6) και His-GluRS~N 
(διαδρ. 7) που απομονώθηκαν από βακτήρια σε καθαρή μορφή, αναλύθηκαν με SDS-PAGE και βαφή με 
Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
Επιπλέον, ανάμεσα στους πειραματικούς στόχους ήταν η μελέτη της 
ενδεχόμενης συνεισφοράς των καταλυτικών επικρατειών των συνθετασών MetRS και 
GluRS (Εικ. 33) στην αλληλεπίδραση με την Arclp. Για την απομόνωση των 
αμινοτελικών επικρατειών των συνθετασών από κύτταρα Ε. coli χρησιμοποιήθηκαν 
και πάλι οι πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης pETmCN-His6-TEV και η διαδικασία που 
περιγράφηκε παραπάνω για τις πλήρους μεγέθους συνθετάσες, χωρίς ωστόσο την 
αφαίρεση του επιτόπου His και το δεύτερο στάδιο της χρωματογραφίας 
ιοντοανταλλαγής. Το σύνολο των πρωτεϊνών που απομονώθηκαν, η προέλευση τους 
και ο τρόπος απομόνωσης φαίνονται συνοπτικά στον Πίνακα VI. Στην Εικ. 36 
φαίνεται επίσης ο έλεγχος καθαρότητας των πρωτεϊνών μετά από ανάλυση με SDS- 
PAGE και βαφή με Coomassie.
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Πίνακας VI: Συγκεντρωτικός πίνακας απομόνωσης ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών για μελέτη τους in 
vitro.
Πρωτεΐνη Προέλευση
1 ο Στάδιο 
Καθαρισμού
2o Στάδιο 
Καθαρισμού
Παρουσία
επιτόπου
His
Arclp E. coli Ni-NTA MonoS +
MetRS E. coli Ni-NTA MonoQ -
MetRS S. cerevisiae Ni-NTA - +
MetRS-N E. coli Ni-NTA - +
GluRS E. coli Ni-NTA MonoQ -
GluRS S. cerevisiae Ni-NTA - +
GIuRS-N E. coli Ni-NTA - +
3.1.1.2. Ανάλυση της δομής των ανασυνδυασμένων συνθετασών MctRS και 
GluRS με φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού
Η απομόνωση των συνθετασών από ένα ετερόλογο σύστημα (Ε. coli), 
καθιστούσε πιθανή την απουσία σημαντικών τροποποιήσεων, με ρόλο στη διαδικασία 
αναδίπλωσης στην τριτοταγή τους δομή και κατ' επέκταση στην ικανότητά τους να 
αλληλεπιδρούν με την Arclp in vitro. Είναι γνωστό ότι η δευτεροταγής δομή των 
πρωτεϊνών καθορίζει σε σημαντικό βαθμό και την αναδίπλωση τους σε τριτοταγείς 
δομές. Η φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού επιτρέπει τον ποσοτικό 
χαρακτηρισμό των επιμέρους δευτεροταγών δομών μιας πολυπεπτιδικής αλυσίδας. 
Με βάση τα παραπάνω, επιλέχθηκε η συγκεκριμένη μέθοδος για τη σύγκριση της 
δευτεροταγούς δομής των συνθετασών MetRS και GluRS που εκφράστηκαν και 
απομονώθηκαν από κύτταρα Ε. coli με αυτές που εκφράστηκαν και απομονώθηκαν 
από κύτταρα S. cerevisiae.
Πιο συγκεκριμένα, για τον ποσοτικό χαρακτηρισμό των επιμέρους 
δευτεροταγών δομών των δύο συνθετασών, μετρήθηκαν οι απορροφήσεις (μεταβολή 
της ελλειπτικότητας) των MetRS και GluRS ομόλογης και ετερόλογης προέλευσης, 
σε εύρος μήκους κύματος από 190 έως 240 nm. Επεξεργασία των αποτελεσμάτων με 
κατάλληλο λογισμικό έδειξε ότι τα φάσματα κυκλικού διχρωϊσμού της MetRS 
ετερόλογης και ομόλογης προέλευσης είναι σχεδόν ταυτόσημα (Εικ. 37Α). Κατά 
συνέπεια, η οργάνωση των δύο πολυπεπτιδικών αλυσίδων σε επιμέρους 
δευτεροταγείς δομές μπορεί να θεωρηθεί ότι δεν εμφανίζει σημαντικές διαφορές. Με 
βάση τα παραπάνω, μπορούμε να θεωρήσουμε με σχετική ασφάλεια ότι η MetRS που
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Μήκος κύματος (ran)
200 205 210 215 220 225
Μήκος κύματος (nm)
230 235 240
Εικόνα 37: Φάσματα κυκλικού διχρωισμού MetRS (Α) και GluRS (Β) ομόλογης και ετερόλογης 
προέλευσης. Οι μετρήσεις της μέσης ελλειπτικότητας ανά αμινοξικό κατάλοιπο της MetRS (Α) και GluRS 
(Β) ομόλογης και ετερόλογης προέλευσης παραστάθηκαν γραφικά σε συνάρτηση με το μήκος κύματος. 
Προσαρμογή των μετρήσεων της MetRS (Α) και της GluRS (Β) ετερόλογης (e.coli data) και ομόλογης 
προέλευσης (yeast data) έδωσε τα αντίστοιχα φάσματα κυκλικού διχρωισμού (e.coli fit και yeast fit).
εκφράστηκε σε βακτήρια υιοθετεί και την σωστή αναδίπλωση στο χώρο και μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί για in vitro μελέτες των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του 
συ μπλόκου της Arclp αντί της συνθετάσης που έχει εκφραστεί και απομονωθεί από 
κύτταρα ζύμης. Ανάλογα αποτελέσματα έδωσε και η σύγκριση των φασμάτων της 
GluRS (Εικ. 37Β).
3.1.1.3. Μελέτη της ικανότητας σχηματισμού του συμπλόκου των συνθετασών 
του αμινοακυλο-tRNA με την Arclp in vitro
Για να διαπιστωθεί αν και οι συνθετάσες ετερόλογης προέλευσης μπορούν να
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kDA
(A)
(B)
300 200 90
EcArcl p
scnfetRS
ScGluRS
EcArcl p
SdHetRS
EcArcl p 
+
ScGluRS
EcArcl p
ScfieiRS
+
ScGkiRS
38 39 40 41 42 43 44 4 5 46 47 45 49 50 51 52 53 54 55 56
EcArcl p
Ec MetRS
EcGluRS
EcArcl p 
+
EcMetRS
EcArcl p 
*
EcGluRS
EcArcl p 
·*
EcMef RS 
+
EcGluRS
38 39 40 41 42 4 3 44 45 46 47 46 49 50 51 52 53 54 55 56
Εικόνα 38: Ανασύσταση του τριμερούς συμπλόκου Arclp/MelRS/GluRS in vitro. To τριμερές σύμπλοκο 
Arclp/MetRS/GluRS του ζυμομύκητα μπορεί να ανασυσταθεί in vitro χρησιμοποιώντας Arclp 
ετερόλογης προέλευσης και MetRS, GluRS ομόλογης (Α) ή ετερόλογης (Β) προέλευσης. His-Arclp (250 
pg), MetRS (500 pg) και GluRS (500 pg), επωάστηκαν μόνες τους ή αφού αναμίχθηκαν στους 
συνδυασμούς που φαίνονται στην εικόνα, σε διάζωμα στήλης όγκου 1 ml, και στη συνέχεια διαβιβάστηκαν 
στη στήλη μοριακής διήθησης Sephacryl S-200. Τα κλάσματα έκλουσης της στήλης αναλύθηκαν με SDS- 
PAGE και βαφή με Coomassie. Δεξιά φαίνονται οι συνδυασμοί των πρωτεϊνών που διαβιβάστηκαν στη 
στήλη, ενώ οι αριθμοί επάνω αντιστοιχούν στις θέσεις των μαρτύρων των μοριακών βαρών (σε kDa).
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αλληλεπχδράσουν με την Arclp in vitro, οι συνθετάσες MetRS και GluRS 
διαβιβάστηκαν σε στήλη μοριακής διήθησης, μόνες τους ή αφού προηγουμένως 
αναμίχθηκαν και επωάστηκαν με στοιχειομετρική ποσότητα της Arclp, και. 
ακολούθησε ανάλυση των κλασμάτων έκλουσης της στήλης με SDS-PAGE και βαφή 
με Coomassie (Εικ. 38). Οι συνθετάσες MetRS και GluRS ομόλογης ή ετερόλογης 
προέλευσης εκλούονται ως μονομερή μοριακού βάρους κοντά στα 90 kDa. Επίσης, η 
Arclp παρόλο που δεν διμερίζεται, εκλούεται ως πρωτεΐνη μοριακού βάρους λίγο 
μεγαλύτερου από 90 kDa εξαιτίας της ιδιαιτερότητας της δομής της (Deinert et al., 
2001). Ανάμιξη και επώαση των συνθετασών ομόλογης και ετερόλογης προέλευσης 
με την Arclp πριν τη διαβίβαση τους στη στήλη μοριακής διήθησης είχε ως 
αποτέλεσμα το σχηματισμό σταθερών και στοιχείο μετρικών διμερών συμπλοκών, 
τόσο στην περίπτωση της MetRS όσο και στην περίπτωση της GluRS. Τέλος, 
ανάμιξη και επώαση και των δύο συνθετασών, ομόλογης ή ετερόλογης προέλευσης, 
με στοιχειομετρική ποσότητα Arclp και εν συνεχεία διαβίβαση τους στη στήλη 
μοριακής διήθησης είχε ως αποτέλεσμα την απομόνωση μόνο του τριμερούς 
συμπλόκου, με φαινομενικό μοριακό βάρος περίπου 300 kDa. Κατά συνέπεια οι δύο 
συνθετάσες που απομονώθηκαν από κύτταρα Ε. coli μπορούν να αλληλεπιδρούν με 
την Arclp και να σχηματίζουν σταθερά σύμπλοκα in vitro, όπως ακριβώς και οι 
συνθετάσες που απομονώθηκαν από κύτταρα S. cerevisiae.
3.1.1.4. Προσδιορισμός της συγγένειας μεταξύ) Arclp και GluRS με 
θερμιδομετρία ισοθερμικής τιτλοδότησης
Έχοντας διαθέσιμες τις πρωτεΐνες του συμπλόκου σε καθαρή μορφή και 
βέβαιοι για την ικανότητα τους να αλληλεπιδρούν με την Arclp in vitro, 
επιχειρήθηκε ο προσδιορισμός της συγγένειας μεταξύ των πρωτεϊνών του συμπλόκου 
αρχικά με Θερμιδομετρία Ισοθερμικής Τιτλοδότησης. Οι πληροφορίες που παρέχει 
αυτή η τεχνική σχετικά με μία αλληλεπίδραση αφορούν τη σταθερά αλληλεπίδρασης, 
τη στοιχειομετρία της αντίδρασης και τη μεταβολή της ενθαλπίας κατά τη δημιουργία 
του συμπλόκου.
Για τον προσδιορισμό της συγγένειας της συνθετάσης GluRS με την Arclp, 
πραγματοποιήθηκε θερμιδομετρική τιτλοδότηση της Arclp από της GluRS. Πιο 
συγκεκριμένα, έγιναν 25 εγχύσεις διαλύματος GluRS συγκέντρωσης 50 μΜ, όγκου 
10 μΐ η καθεμία, στο κελί δείγματος όγκου 2,5 ml, το οποίο περιείχε 5 μΜ His-Arclp 
σε θερμοκρασία 20°C. Η διάρκεια κάθε έγχυσης ήταν 10 sec και ανάμεσα σε δύο
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Εικόνα 39: Θερμιδομετρική τιτλοδότηση της Arclp από τη συνθετάση GluRS. (Α) Σχηματική 
αναπαράσταση της εκλυόμενης θερμότητας στο κελί δείγματος εξαιτίας της αλληλεπίδρασης της 
εγχυόμενης GluRS με την Arclp προς σχηματισμό συμπλάκου. (Β) Γραφική παράσταση της μεταβολοής 
της ενθαλπίας κατά τη διάρκεια μιας έγχυσης GluRS στο κελί δείγματος που περιέχει την Arclp, σε σχέση 
με τη μοριακή αναλοΟγία Arclp:GluRS στο κελί δείγματος στο τέλοος της έγχυσης. Κατασκευή της 
ισόθερμης καμπύλης τιτλοδότησης της Arclp από την GluRS σε Θερμοκρασία 20°C και προσαρμογή των 
σημείων της γραφικής παράστασης χρησιμοποιώντας τη μέθοδο των ελάχιστων τετραγώνων με βάση το 
μοντέλο ύπαρξης μιας Θέσης πρόσδεσης στην Arclp για την GluRS.
διαδοχικές εγχύσεις μεσολαβούσαν χρονικά διαστήματα 2,5 min. Κατά τη διάρκεια 
της αλληλεπίδρασης της εγχεόμενης GluRS με την Arclp προς σχηματισμό 
συμπλόκου απελευθερώνεται ενέργεια που αντιστοιχεί στη μεταβολή της ενθαλπίας, 
εξαιτίας της εξώθερμης αντίδρασης δημιουργίας του συμπλόκου. Ακολούθησε, 
γραφική παράσταση της μεταβολής της ενθαλπίας του συστήματος κατά τη διάρκεια 
κάθε έγχυσης της GluRS σε σχέση με τη μοριακή αναλογία Arclp:GluRS στο κελί 
δείγματος μετά το τέλος της έγχυσης, και κατασκευή της καμπύλης τιτλοδότησης της 
Arclp από την GluRS (Εικ. 39). Η προσαρμογή της καμπύλης τιτλοδότησης με το
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κατάλληλο λογισμικό (Origin) επέτρεψε τον υπολογισμό της σταθερός 
αλληλεπίδρασης και της στοιχειομετρίας της αλληλεπίδρασης. Έτσι, η GluRS 
αλληλεπιδρά με την Arclp με στοιχειομετρία 1:1 και σταθερά διάστασης 27 ηΜ. 
Θερμιδομετρική τιτλοδότηση της Arclp με την MetRS δεν έδειξε μετρήσιμη 
αλληλεπίδραση. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι η συγγένεια τους είναι κατώτερη της 
διακριτικής ικανότητας της μεθόδου.
3.1.1.5. Προσδιορισμός της συγγένειας ανάμεσα στην Arclp και τις συνθετάσες 
MetRS και GluRS με τη μέθοδο συντονισμού πλασμονίων επιφάνειας 
στο σύστημα Biacore
Για τον ποσοτικό χαρακτηρισμό των αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στις 
πρωτεΐνες του συ μπλόκου της Arclp χρησιμοποιήθηκε η Μέθοδος Συντονισμού 
Πλασμονίων Επιφάνειας στο σύστημα Biacore. Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οι 
ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες που είχαν εκφραστεί και απομονωθεί από κύτταρα Ε. 
coli. Για τη διεξαγωγή της μελέτης, οι διάφορες μορφές της Arclp (His-Arclp, His- 
Arclp-ANl και His-Arclp-ΔΝ), ακινητοποιήθηκαν σε ξεχωριστές διαδρομές επάνω 
στη βιοαισθητηριακή επιφάνεια χρυσού, διαμέσου ομοιοπολικής σύνδεσης των 
αμινομάδων των καταλοίπων λυσίνης. Στη συνέχεια, οι συνθετάσες MetRS και 
GluRS, καθώς και οι αμινοτελικές τους επικράτειες His-MetRS-N και His-GluRS-N, 
διαβιβάστηκαν σε διάφορες συγκεντρώσεις (1-2000 ηΜ) επάνω από τις 
ακινητοποιημένες μορφές της Arclp με ρυθμό ροής 10 μΐ/inin, σε θερμοκρασία 25 
°C, και η ισχύς της αλληλεπίδραση τους σε κατάσταση ισορροπίας καταγράφηκε σε 
καθαρές μονάδες Σχετικής Απόκρισης (Response Units, RU). Όταν οι συνθετάσες 
διαβιβάστηκαν επάνω από την His-Arclp-ΔΝ, από την οποία έχει απαλειφθεί η 
αμινοτελική επικράτεια αλληλεπίδρασης με τις δύο συνθετάσες, παρατηρήθηκε μόνο 
ασθενής και μη ειδική πρόσδεση. Αυτή αντιστοιχεί στη μη ειδική αλληλεπίδραση 
τους με το εκτεθειμένο τμήμα της επιφάνειας ακινητοποίησης, χρησιμοποιήθηκε ως 
αρνητικό κοντρόλ και στη συνέχεια αφαιρέθηκε. Οι σχετικές αποκρίσεις σε 
κατάσταση ισορροπίας παραστάθηκαν γραφικά σε σχέση με τη συγκέντρωση των 
συνθετασών. Τέλος, η σταθερά διάστασης υπολογίστηκε μετά από προσαρμογή των 
αποτελεσμάτων στην εξίσωση R=Rmax.C/(KD+C), όπου R η Σχετική Απόκριση σε 
ισορροπία, Rmax η μέγιστη Σχετική Απόκριση και C η συγκέντρωση της πρωτεΐνης. 
Ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα φαίνεται στην Εικ. 40, όπου περιγράφεται η
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πρόσδεση της His-MetRS-N στην Arclp, ενώ οι σταθερές διάστασης παρουσιάζονται 
συνοπτικά στον Πίνακα VII.
Εικόνα 40: Ανάλυση της αλληλοεπίδρασης ανάμεσα στην His-Arclp και την His-MetRS-N με τη μέθοδο 
συντονισμού πλασμονίων επιφάνειας στο σύστημα Biacore. (Α) Αναπαράσταση της μεταβολής της 
Σχετικής Απόκρισης σε σχέση με το χρόνο κατά την αλληλοεπίδραση της His-Arclp με αυξανόμενες 
συγκεντρώσεις της His-MetRS-N. Το βέλος αριστερά υποδεικνύει την έναρξη της αλληλοεπίδρασης προς 
σχηματισμό συμπλόκου, μέχρι μια μέγιστη απόκριση κατά την αποκατάσταση της ισορροπίας, ενώ το 
βέλοος δεξιά υποδεικνύει την έναρξη της διάσπασης συμπλόκου. (Β) Γραφική παράσταση της Σχετικής 
Απόκρισης σε κατάσταση ισορροπίας σε σχέση με τη συγκέντρωση της His-MetRS-N που διαβιβάστηκε 
επάνω από την ακινητοποιημένη His-Arclp.
Ανάλυση των αποτελεσμάτων που παρουσιάζονται στον Πίνακα VII έδειξε 
ότι η Arclp αλληλεπιδρά ισχυρά τόσο με την GluRS (Kd: 53 nM) όσο και με την Ν- 
τελική της επικράτεια (Kd: 9 nM). Αντίθετα, η αλληλεπίδραση της Arclp με την 
MetRS ή την αμινοτελική της επικράτεια είναι πιο ασθενής (Kd: 168 nM και 35 nM 
αντίστοιχα). Η Arclp-ANl δεν σχηματίζει σύμπλοκο με την MetRS ή την MetRS-N, 
ενώ και η αλληλεπίδραση της με την GluRS πλήρους μεγέθους ή μόνο την 
αμινοτελική της επικράτεια έχει σημαντικά εξασθενήσει (Kd: 345 nM και 124 nM 
αντίστοιχα). Τέλος, για τη διερεύνηση ενδεχόμενης συνεργατικότητας κατά την 
πρόσδεση των δύο συνθετασών στην Arclp, δοκιμάστηκε ο ποσοτικός 
προσδιορισμός της συγγένειας της MetRS για την Arclp όταν αυτή βρίσκεται σε 
διμερές σύμπλοκο με την GluRS ή την GluRS-N. Έτσι, πραγματοποιήθηκε κορεσμός 
της ακινητοποιημένης ποσότητας της Arclp με την GluRS ή την GluRS-N και στη 
συνέχεια διαβίβαση προοδευτικά αυξανομένων συγκεντρώσεων MetRS επάνω από το 
ακινητοποιημένο διμερές σύμπλοκο. Με τον τρόπο αυτό βρέθηκε ότι η δημιουργία
ιιμι m m
Χρόνος (sec)
m m m m mi tm
Σι>γκένιρωοη
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συμπλόκου της Arclp με την GluRS-N δείχνει να αυξάνει ελάχιστα την συγγένεια για 
την MetRS (Kd: 127 nM σε σχέση με 168 ηΜ), ενώ η δημιουργία συμπλόκου με την 
GluRS εξασθενεί την αλληλεπίδραση (Kd: 315 nM σε σχέση με 168 ηΜ).
Πίνακας VII: Συγκεντρωτικός πίνακας των σταθερών διάστασης ανάμεσα στις ανάμεσα στις συνθετάσες 
και την Arclp. Σε παρένθεση παραβάλλεται η απόκλιση από το μέσο όρο.
Kd (nM)
MetRS MetRS-N GluRS GluRS-N
Arclp
168 35 53 9
(±30) (±9) (±23) (±1.4)
345 124
Arcl-ΔΝΙ
'
(±64.6) (±28)
Arclp/ 315
GluRS (±35)
All All All
Arclp/ 127
\I1 All ΑΠ
GluRS-N (±7)
ΔΠ: Δεν προσδιορίστηκε
3.2. Ταυτοποίηση αμινοξικών καταλοίπων σημαντικών για τη δημιουργία 
συμπλόκου Arclp/MetRS/GluRS
3.2.1. Κατασκευή σημειακών μεταλλάξεων στις πρωτεΐνες του συμπλόκου 
Arclp/MetRS/GluRS με βάση το μοντέλο της κρυσταλλική δομής
Η κρυσταλλική δομή δύο διμερών συμπλοκών, ανάμεσα στη Ν-τελική 
επικράτεια της Arclp και στη Ν-τελική επικράτεια καθεμίας από τις συνθετάσες 
MetRS ή GluRS, περιγράφηκε πρόσφατα (Simader et al., 2006). Συνδυάζοντας τις 
δομές των παραπάνω διμερών συμπλοκών προτάθηκε ένα μοντέλο της δομής του 
τριμερούς συμπλόκου (Εικ. 41). Με βάση το μοντέλο αυτό, έγινε προσπάθεια 
αποσαφήνισης των επιφανειών αλληλεπίδρασης και ταυτοποίησης αμινοξικών 
καταλοίπων που είναι σημαντικά για τον σχηματισμό του εκάστοτε διμερούς 
συμπλόκου. Για το λόγο αυτό, σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν σημειακές 
μεταλλάξεις σε αμινοξικά κατάλοιπα που εντοπίζονται στις επιφάνειες 
αλληλεπίδρασης των τριών πρωτεϊνών του συμπλόκου.
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Πιο συγκεκριμένα, στις επιφάνειες αλληλεπίδρασης της Arclp με την MetRS 
υπάρχουν δύο ιδιαίτερα συντηρημένα κατάλοιπα αλανίνης, στις θέσεις 26 της Arclp 
και 63 της MetRS. Ανάλυση της κρυσταλλικής δομής του συμπλόκου ανάμεσα στις 
Ν-τελικές επικράτειες της Arclp και της MetRS έδειξε ότι τα κατάλοιπα αλανίνης 
βρίσκονται σε κεντρικές θέσεις των επιφανειών αλληλεπίδρασης, όπου στερεοχημικοί 
περιορισμοί αποκλείουν την παρουσία ογκωδέστερων καταλοίπων. Για το λόγο αυτό 
πραγματοποιήθηκε αλλαγή τους προς κατάλοιπα με μεγαλύτερες και πολικές πλάγιες 
αλυσίδες. Έτσι, η αλανίνη της Arclp μεταλλάχθηκε προς αργινίνη, ενώ η αλανίνη της 
MetRS μεταλλάχθηκε προς ιστιδίνη. Δύο επιπλέον σημειακές μεταλλάξεις που 
σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν για τη διερεύνηση της συγκεκριμένης 
αλληλεπίδρασης ήταν η αλλαγή του καταλοίπου σερίνης στη θέση 33 της Arclp προς 
αλανίνη, απομακρύνοντας μια υδροξυλομάδα με πιθανή συμμετοχή στο σχηματισμό 
ενός δεσμού υδρογόνου, καθώς και η αλλαγή του καταλοίπου φαινυλαλανίνης στη 
θέση 59 της MetRS προς αλανίνη, απομακρύνοντας ένα αρωματικό δακτύλιο με 
πιθανή συμμετοχή σε μια υδρόφοβη αλληλεπίδραση.
Εξετάζοντας το διμερές σύμπλοκο της Arclp με τη GluRS βρέθηκε ότι, στις 
επιφάνειες αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών υπάρχει μια τετράδα συντηρημένων 
αμινοξέων, αποτελούμενη από δύο κατάλοιπα θρεονίνης, στις θέσεις 55 της Arclp 
και 125 της GluRS, καθώς και δύο κατάλοιπα αργινίνης, στις θέσεις 100 της Arclp 
και 164 της GluRS. Σύμφωνα με το μοντέλο της κρυσταλλικής δομής, τα δύο 
κατάλοιπα αργινίνης είναι τοποθετημένα κατά τέτοιο τρόπο ώστε να εμφανίζουν 
αλληλεπίδραση εξαιτίας επιστοίβαξης, ενώ ο ρόλος των καταλοίπων θρεονίνης δεν 
είναι τελείως ξεκάθαρος. Με βάση τα παραπάνω, ακολούθησε μετάλλαξη των 
καταλοίπων αργινίνης προς αλανίνη με σκοπό την κατάργηση της αλληλεπίδρασης 
επιστοίβαξης. Επίσης πραγματοποιήθηκε μετάλλαξη των καταλοίπων θρεονίνης είτε 
προς αργινίνη, αλλάζοντας με τον τρόπο αυτό το μήκος και το φορτίο της πλάγιας 
αλυσίδας του αμινοξικού καταλοίπου στης συγκεκριμένες θέσεις, είτε προς βαλίνη, 
απομακρύνοντας μόνο το υδροξύλιο της θρεονίνης, που μπορεί να συμμετάσχει στο 
σχηματισμό ενός δεσμού υδρογόνου, αλλά διατηρώντας το μέγεθος της πλάγιας 
αλυσίδας. Δύο τελευταίες σημειακές μεταλλάξεις που σχεδιάστηκαν για τη 
διερεύνηση της αλληλεπίδρασης της Arclp με την GluRS ήταν η αντικατάσταση του 
καταλοίπου τυροσίνης στη θέση 104 της Arclp από αλανίνη, με σκοπό την 
κατάργηση ενός πιθανού δεσμού υδρογόνου, όπως και της λυσίνης στη θέση 157 της
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GluRS από αλανίνη, για την απομάκρυνση ενός δεσμού υδρογόνου ή ενός ιοντικού 
δεσμού.
Επιπλέον, για την κατασκευή ενός μεταλλάγματος της Arclp χωρίς ικανότητα 
αλληλεπίδρασης με καμία από τις δύο συνθετάσες, συνδυάστηκαν δύο από τις 
μεταλλάξεις που περιγράφηκαν παραπάνω, δηλαδή η αντικατάσταση της αλανίνης σε 
θέση 26 προς αργινίνη και της αργινίνης σε θέση 100 προς αλανίνη, με αποτέλεσμα 
τη δημιουργία ενός διπλού μεταλλάγματος. Όλες οι μεταλλάξεις που περιγράφηκαν 
παραπάνω παρουσιάζονται συνοπτικά στον Πίνακα VIII.
MetRS-N
Y104Aaν . wsrf
125R/V lR!°£a
S33A
T55R/V|
ί»,III A26R
iRI 64 A
rK157 A
F59A
Εικόνα 41: Σχηματική αναπαράσταση των σημειακών μεταλλάξεων σε αμινοξικά κατάλ,οιπα που 
εντοπίζονται στις επιφάνειες αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών του συμπλόκου.
Τέλος, το μοντέλο της κρυσταλλικής δομής έδειξε ότι στο Ν-τελικό άκρο της 
Arclp υπάρχει μια αλληλουχία πλούσια σε υδρόφοβα αμινοξέα χωρίς οργανωμένη 
δευτεροταγή δομή, η οποία προσομοιάζει με σήμα εξαγωγής από τον πυρήνα (NES). 
Μάλιστα είναι γνωστό ότι η Arclp διαθέτει στην αλληλουχία της ένα τέτοιο σήμα, 
καθώς η υποκυτταρική της κατανομή ρυθμίζεται από την εξπορτίνη Xpolp (Galani et 
al., 2005). Για το λόγο αυτό σχεδιάστηκε και κατασκευάστηκε και μία μεταλλαγμένη 
μορφή της Arclp με απαλοιφή των αμινοξικών καταλοίπων 1-13.
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Πίνακας VIII: Συγκεντρωτικός πίνακας σημειακών μετοόΣάξεων των πρωτεϊνών του συμπλόκου 
Arclp/MetRS/GluRS του S. cerevisiae.
Arclp MetRS GluRS
Θέση Μετάλλαξη Θέση Μετάλλαξη Θέση Μετάλλαξη
26 Ala Arg 59 Phe —> Ala 125 Thr —> Arg
33 Ser —> Ala 63 Ala —»His 125 Thr -> Val
55 Thr —» Arg 157 Lys —> Ala
55 Thr -*■ Val 164 Arg —» Ala
100 Arg —* Ala
104 Tyr —>· Ala
26/100 Ala —> Arg /
Arg —* Ala
3.2.2. Απομόνωση μεταλλαγμένων πρωτεϊνών από κύτταρα Ε. coli
Για τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες 
του συμπλόκου της Arclp in vitro ήταν απαραίτητο να απομονωθούν αυτές οι 
πρωτεΐνες σε καθαρή μορφή. Για το λόγο αυτό, ανασυνδυασμένες μορφές τους 
υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα Ε. coli και στη συνέχεια απομονώθηκαν με συνδυασμό 
μεθόδων υγρής χρωματογραφίας, ακολουθώντας τη διαδικασία που περιγράφηκε 
παραπάνω για τις αντίστοιχες αγρίου τύπου πρωτεΐνες.
Για την απομόνωση των σημειακών μεταλλαγμάτων τόσο της Arclp όσο και 
των συνθετασών MetRS και GluRS, χρησιμοποιήθηκαν οι πλασμιδιακοί φορείς 
pETmCN-His6-TEV. Οι μεταλλαγμένες μορφές της Arclp που υπερεκφράστηκαν 
ήταν: Arclp(A26R), Arclp(S33A), οι οποίες σχεδιάστηκαν για τη μελέτη της 
επιφάνειας αλληλεπίδρασης της Arclp με την MetRS, Arclp(T55R), Arclp(T55V), 
Arclp(RlOOA), Arclp(Y104A), οι οποίες σχεδιάστηκαν για τη μελέτη της επιφάνειας 
αλληλεπίδρασης της Arclp με την GluRS, και Arclp(A26R R100A), η οποία 
συνδυάζει δύο από τους παραπάνω τύπους μεταλλάξεων. Οι μεταλλαγμένες μορφές 
της MetRS που απομονώθηκαν ήταν η MetRS(F59A) και η MetRS(A63H). Τέλος, οι 
μεταλλαγμένες μορφές της GluRS που απομονώθηκαν ήταν η GluRS(T125R), 
GluRS(T125V), GluRS(K157A) και GluRS(R164A). Στην Εικ. 42 φαίνεται ο έλεγχος 
καθαρότητας όλων των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών μετά από ανάλυση με SDS-PAGE 
και βαφή με Coomassie.
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Εικόνα 42: Οι ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες His-Arclp (διαδρ. 1), His-Arclp-ΔΝ (διαδρ. 2), His- 
Arclp(A26R) (διαδρ. 3), His-Arclp(S33A) (διαδρ. 4), His-Arclp(T55R) (διαδρ. 5), His-Arclp(T55V) 
(διαδρ. 6), His-Arclp(R100A) (διαδρ. 7), His-Arclρ(Υ104A) (διαδρ. 8), His-Arclp(A26R R100A) 
(διαδρ. 9), MetRS (διαδρ. 10), MetRS(F59A) (διαδρ. 11), His-MetRS(A 63Η) (διαδρ. 12), GluRS (διαδρ. 
13), GluRS(T125R) (διαδρ. 14), GluRS(T125V) (διαδρ. 15), GluRS(K157A) (διαδρ. 16) και 
GluRS(Rl64A) (διαδρ. 17) που απομονώθηκαν από βακτήρια σε καθαρή μορφή, αναλύθηκαν με SDS- 
PAGE και βαφή με Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε 
kDa).
3.2.3. Κατασκευή πλασμιδιακών φορέων έκφρασης των μεταλλαγμένων 
Arclp, MetRS και GluRS σε κύτταρα S. cerevisiae
Οι σημειακές μεταλλάξεις που περιγράφηκαν παραπάνω, κατασκευάστηκαν 
χρησιμοποιώντας τους πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης pETmCN-His6-TEV, οι 
οποίοι έφεραν κλωνοποιημένο το cDNA της Arclp και των συνθετασών MetRS και 
GluRS, για την έκφραση και απομόνωση τους από κύτταρα Ε. coll. Για την έκφραση 
των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών σε κύτταρα S. cerevisiae και την μελέτη τους in vivo, 
ακολούθησε υποκλωνοποίηση των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών σε πλασμίδια 
έκφρασης σε ζυμομύκητα, ως ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες σε σύντηξη με τον 
επίτοπο PtA ή GFP (Εικ. 43).
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Πίνακας IX: Φορείς με κλωνοποιημένα ενθέματα που επιτρέπουν την έκφραση των πρωτεϊνών στο Ε. 
coli και δημιουργηθήκαν κατά την κατασκευή των σημειακών μεταλΛαγμάτων και την υποκ/Μνοποίηση 
τους σε φορείς έκφρασης στον S. cerevisiae (1η στήλη) καθώς και φορείς που επιτρέπουν την έκφραση 
των σημειακών μεταλλαγμάτων στον S. cerevisiae (2η στήλη).
Ε. coli S. cerevisiae
pBluescript SK(+)-Arc1p pRS315-P]\(Qp] -PtA-Arc 1 p
pBl uescript SK(+)-Arc 1 ρ-ΔΝ ES(A 1-13) pRS315-PNOp 1 -PtA-Arc 1 ρ-ΔΝ ES(A 1-13)
pBluescript SK(+)-Arclp(A26R) pRS315-P^|oPl‘PtA‘Arclp(A26R)
pBluescript SK(+)-Arclp(S33A) pRS31 5-PNopi -PtA-Arclp(S33 A)
pBluescript SK(+)-Arclp(T55R) pRS31 5-PNqP ] -PtA-Arc 1 p(T5 5 R)
pBluescript SK(+)-Arclp(R100A) pRS315-PNOP1 -PtA-Arc 1 p(R 100A)
pBluescript SK(+)-Arclp(Y104A) pRS315-PNOpi -PtA-Arc 1 p(Y 104A)
pBluescript SK(+)-Arclp(A26R R100A) pRS315-PNOp i -PtA-Arc 1 p(A26R R100A)
pBluescript SK(+)-GluRS-AN3(A9-191) pRS315-PNOPl -GFP-Arclp
pBluescript SK(+)-GluRS(T125R) pRS315-PNOp 1 - GFP-Arc 1 ρ-ΔΝΕ8(Δ1 -13)
pBluescript SK(+)-GluRS(K157A) pRS315-PNOpi- GFP-Arclp(A26R)
pBluescript SK(+)-GluRS(R 164A) pRS315-PNOP] - GFP-Arclp(S33A)
pETmCN- His6-TEV-Arc 1 p(S3 3 A) pRS315-PNOpi" GFP-Arclp(T55R)
pETmCN- His6-TEV-Arcl p(Y 104A) pRS31 5-PNOpi - GFP-Arc 1 p(R 100A)
pETmCN-His6-TEV-Arclp(A26R R100A) pRS3 15-PNOP1 - GFP-Arc 1 p(Y 104A)
pETmCN- His6-TEV-MetRS(A63H) pRS315-PN0P] - GFP-Arcl p(A26R R100A)
pETmCN- His6-TEV-GluRS(K 157A) pRS315-PNOp 1 -PtA-MetRS(F59A) 
pRS315-PNOp i -PtA-MetRS(A63H) 
pRS31 5-Pnop] -GFP-MetRS(F59A) 
pRS31 5-Pn0P \ -GFP-MetRS(A63H) 
pRS315-PNOP1 -PtA-GluRS(Tl 25R) 
pRS315-PNOpi -PtA-GluRS(Kl 57A) 
pRS315-PNOp 1 -PtA-GluRS(R 164 A) 
pRS31 5-Pn0P 1 -GFP-G1uRS(T 125 R) 
pRS315-PN0P1 - GFP-G1uRS(K 157A) 
pRS31 5-Pn0P1 - GFP-G1uRS(R 164A)
Σύντηςη της αγρίου τύπου Arclp, των μεταλλαγμάτων της και των 
μεταλλαγμάτων της GluRS στους επιτόπους PtA και GFP: Τα αναγνωστικά 
πλαίσια της Arclp, των σημειακών μεταλλαγμάτων της και των σημειακών
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Εικόνα 43: Σχηματική αναπαράσταση των ανασυνδυασμένων μετα)ιλαγμένων πρωτεϊνών που 
χρησιμοποιήθηκαν για την in vivo μελέτη.
μεταλλαγμάτων της GluRS, ενισχύθηκαν με PCR από τα αντίστοιχα πλασμίδια 
pETmCN-His6-TEV-Arclp και pETmCN-His6-TEV-GluRS, απέκτησαν στο 5’ και 3’ 
άκρο τους θέσεις περιορισμού PstI και υποκλωνοποιήθηκαν στον φορέα pBluescript- 
SK+ που είχε υποστεί πέψη με PstI. Στη συνέχεια, αφαιρέθηκαν μετά από πέψη με 
PstI και υποκλωνοποιήθηκαν στους φορείς pRS315-P]\fOPl_PlA και pRS315- 
PNOP1-GFP που είχαν επίσης υποστεί πέψη με PstI. Για την κατασκευή του 
μεταλλάγματος του Arclp από το οποίο έχουν απαλειφθεί τα αμινοξικά κατάλοιπα 1- 
13, χρησιμοποιήθηκε διαφορετικός εκκινητής (Πιν. X) που επέτρεπε την ενίσχυση 
του ORF του Arclp ξεκινώντας από το αμινοξικό κατάλοιπο 14.
Πίνακας X: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την υποκλωνοποίηση των σημειακών μεταλλαγμάτων 
της Arclp και της GluRS σε φορείς έκφρασης στον S. cerevisiae.
Όνομα Αλληλουχία
Arclp-DNES-f Ί 1 11 ICTGCAGAI IΛI I 1CAAAG1ATCCAGTTTC
Arclp-FOR-Pstl TTTTTCTGCAGATGTCCGATCTCGTTACC
Arclp-RE V-PstI TTTTTCTGCAGTTAACGGACTTGAGCATTAGC
GluRS-FOR-Pstl TTTTTCTGCAGATGACGAAACTATTTTCAAAG
GluRS-REV-PstI TTTTTCTGCAGTTATTTCTTTGCACCATAC
Σύντηξη των μεταλλαγμάτων της MetRS με τους επιτόπους PtA και GFP:
Η αλληλουχίας του DNA που κωδικοποιεί για το τμήμα της Ν-τελικής επικράτειας 
της MetRS που περιείχε τις σημειακές μεταλλάξεις αφαιρέθηκε από τα αντίστοιχα
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πλασμίδια pETmCN-His6-TEV-MetRS μετά από πέψη με NcoI/StuI, και 
υποκλωνοποιήθηκε σχο πλασμίδνο pRS31 5-P^joP 1 -PtA-MetRS που είχε υποστεί
πέψη με τα ίδια ένζυμα, αντικαθιστώντας το αντίστοιχο τμήμα της αγρίου τύπου 
MetRS. Στη συνέχεια, το αναγνωστικό πλαίσιο των μεταλλαγμάτων της MetRS 
αφαιρέθηκε μετά από πέψη με Pstl/PstI και υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pRS315- 
PnOPI-GFP που είχε υποστεί πέψη με Pstl.
3.2.4. Μελέτη των μεταλλάξεων της Arcl ρ
3.2.4. Ι. Έκφραση και λειτουργικότητα των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων
μορφών της Arclp σε κύτταρα S. cerevisiae
Για τον έλεγχο της έκφρασης των μεταλλαγμένων μορφών της Arclp σε 
κύτταρα S. cerevisiae, πλασμιδιακοί φορείς που εκφράζουν τις μεταλλαγμένες 
πρωτεΐνες σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA ή GFP, χρησιμοποιήθηκαν για να 
μετασχηματίσουν το στέλεχος arcl' (από το οποίο εκλείπει η πρωτεΐνη Arclp). 
Ανάλυση κυτταρικών εκχυλισμάτων των παραπάνω στελεχών ζυμομύκητα με 
ανοσοαποτύπωση, έδειξε ότι η αγρίου τύπου Arclp και οι μεταλλαγμένες μορφές 
Arclp(S33A), Arclp(T55R), Arclp(Y104A) και Arclp(A26R R100A) εκφράζονται 
και είναι σταθερές, ενώ οι μεταλλαγμένες μορφές Arclp(A26R) και Arclp(RlOOA) 
δεν εκφράζονται καθόλου (Εικ. 44Α).
Η Arclp δεν είναι απαραίτητη για την επιβίωση των κυττάρων του S. 
cerevisiae, και καθίσταται απαραίτητη μόνο όταν απουσιάζει ταυτόχρονα η πρωτεΐνη 
Loslp (εξπορτίνη του tRNA), ή όταν μεταλλαχθεί η MetRS. Τα δύο παραπάνω 
στελέχη ζυμομύκητα, arcVlosl' και arcl'mesl, που εκφράζουν Arclp από το 
πλασμίδιο pURA3-ARCl, μετασχηματίστηκαν από πλασμίδια που εκφράζουν τις 
μεταλλαγμένες μορφές της Arclp σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA ή GFP. F1 
ικανότητα απώλειας του πλασμιδίου pURA3-ARCl και επιβίωσης μετά από 
επίστρωση σε θρεπτικό μέσο που περιέχει FOA (παρουσία του οποίου τα κύτταρα 
που περιέχουν το γονίδιο URA3 πεθαίνουν), έδειξε ότι οι μεταλλαγμένες μορφές 
Arclp-A(l-13), Arclp(T55R) και Arclp(Y104A) μπορούν να αντικαταστήσουν τη 
δράση της αγρίου τύπου Arclp, σε αντίθεση με το διπλό μετάλλαγμα Arclp(A26R 
R100A) (Εικ. 44Β).
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Εικόνα. 44: Έ/χγχος έκφρασης και γενετική ανάλωση των μεταλλαγμένων μορφών της Arclp σε κύτταρα 
S. cerevisiae. (Α) Εκχυλίσματα κυττάρων ζυμομύκητα του στελέχους arcl' που εκφράζουν την PtA-Arclp 
(διαδρ. 1), την PtA-Arclp-A(A26R) (διαδρ. 2), την PlA-ArcIp(S33A) (διαδρ. 3), την PtA-Arclp(T55R) 
(διαδρ. 4), την PtA-Arclp(R100A) (διαδρ. 5), την PtA-Arclp(Y104A) (διαδρ. 6) και την PlA- 
Arclp(A26R R100A) (διαδρ. 7), αναλώθηκαν με ανοσοαποτύπωση, χρησιμοποιώντας αντίσωμα που 
αναγνωρίζει τον επίτοπο PtA. Επιβίωση των στελεχών arcl'losP pURA3-ARCl (Β) και arcl'mesl 
pURA3-ARCl (Γ) παρουσία FOA, μετά από μετασχηματισμό τους από τα πλασμίδια που εκφράζουν τις 
μεταλλαγμένες μορφές της Arclp σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA. Όπου (-), μετασχηματισμός του 
στελώχους S. cerevisiae από πλωσμιδιακό φορέα που εκφράζει μόνο τον επίτοπο PtA.
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3.2.4.2. Επίδραση των μεταλλάξεων της Arclp στο σχηματισμό συμπλόκου με 
τις συνθετάσες MetRS και GluRS in vivo
Για τη διερεύνηση της ικανότητας των σημειακών μεταλλαγμάτων της Arclp 
να σχηματίζουν σύμπλοκο με τις συνθετάσες in vivo, πραγματοποιήθηκε έκφραση 
των μεταλλαγμένων μορφών της Arclp σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA στα στελέχη 
S. cerevisiae arc Flos F, arcFgusFpNOPGFP-GluRS και arcFmesFpNOPGFP- 
MetRS Στα δύο τελευταία στελέχη, τα γονίδια των συνθετασών GluRS και MetRS
(A)
< X $m m ο·$■* if* «*“■$ ω P >
(B)
o
£
< tc4*5 tD’t- o f-g
s ω <
(Π
«€m 3■igj o
■« **i* >>
too — 1C® — GFP4AetRS J0{|__
90 ■***·»· mw GluRS mm imm GfeaRS 90 ~
so — MetRS 80 H 80 — -mm?-
70 — 70- 7o —
60 — 60 — PtA-*ctp 60 —
M·» 4ar . ~ PtAr Arclp
50 - 50 — 50 —
40 — 40 — 40 —
12 3 4 5 8 7 8 9 10
—
Αρϊ-GFP Asitl-OFP
GFP-GtaRS
MetRS
PtA-Arelp
Εικόνα 45: Απομόνωση των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων μορφών της Arclp με επίτοπο PtA από 
στέλεχος (A) arcVlosE, (Β) arcEgusEpNOPGFP-GluRS και (Γ) arcl'mesPpNOPGFP-MelRS με 
χρωματογραφία αγχιστείας. Ανάλωση των κλασμάτων έκλ.ουσης της στήλης IgG-Sepharose μετά από 
διαβίβαση των εκχυλισμάτων κυττάρων ζυμομύκητα που εκφράζουν είτε την αγρίου τύπου PlA-Arclp 
(διαδρ. 1,5,8), είτε τις μεταλλαγμένες μορφές PtA- Arclp(S33A) (διαδρ. 2,6), PtA- ArcIp(T55R) (διαδρ. 
3.9), PlA-Arclp(Y104A) (διαδρ. 4,10) και PtA-Arclp(A26R RI00A) (διαδρ. 7) με SDS-PAGE και βαφή 
με Coomassie καθώς και με ανοσοαποτύπωση χρησιμοποιώντας αντίσωμα που αναγνωρίζει τον επίτοπο 
GFP. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
έχουν απαλειφθεί, και η επιβίωση τους οφείλεται στην έκφραση των αντίστοιχων 
συνθετασών από πλασμίδια, ως ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες σε σύντηξη με τον 
επίτοπο GFP. Η στρατηγική αυτή ακολουθήθηκε διότι κατά την ανάλυση 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων S. cerevisiae με SDS-PAGE, οι ζώνες των δύο 
συνθετασών (MetRS και GluRS) δύσκολα διαχωρίζονται. Έτσι, η προσθήκη ενός 
μεγάλου επιτόπου όπως η GFP σε μία από τις δύο συνθετάσες διευκόλυνε την 
ανάλυση των αποτελεσμάτων ενώ επέτρεψε και την ανάλυση της αλληλεπίδρασης με
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τη συγκεκριμένη συνθετάση με ανοσοαποτύπωση, χρησιμοποιώντας αντίσωμα που 
αναγνωρίζει αυτό τον επίτοπο. Ακολούθησε, λύση των κυττάρων, απομόνωση της 
PtA-Arclp με χρωματογραφία αγχιστείας χρησιμοποιώντας στήλη IgG-Sepharose και 
ανάλυση των κλασμάτων έκλουσης της στήλης με SDS-PAGE και βαφή με 
Coomassie, καθώς και ανοσοαποτύπωση.
Η παραπάνω ανάλυση έδειξε ότι ενώ η αγρίου τύπου PtA-Arclp σχηματίζει 
σύμπλοκο και συν-απομονώνεται και με τις δύο συνθετάσες (Εικ. 45, διαδρ. 1,5,8), 
μετάλλαξη της σερίνης 33 προς αλανίνη (S33A) καταργεί την αλληλεπίδραση με την 
MetRS αλλά όχι και με την GluRS (Εικ. 45, διαδρ. 2,6). Επίσης, μετάλλαξη, είτε της 
θρεονίνης 55 προς αργινίνη (T55R), είτε της τυροσίνης 104 προς αλανίνη (Υ104Α) 
της Arclp, καταργεί την αλληλεπίδραση με την GluRS, όχι όμως και με την MetRS 
(Εικ. 45, διαδρ. 3,4,9,10), παρόλο που η σύνδεση της με την MetRS εξασθενεί. 
Τέλος, ταυτόχρονη μετάλλαξη της αλανίνης 26 προς αργινίνη (A26R) και της 
αργινίνης 100 προς αλανίνη (R100A) της Arclp, καταργεί τη δημιουργία συμπλόκου 
και με τις δύο συνθετάσες (Εικ. 45, διαδρ. 7).
3.2.4.3. Επίδραση των μεταλλάξεων της Arclp στο σχηματισμό συμπλόκου με 
τις συνθετάσες MetRS και GluRS in vitro
Η διερεύνηση της ικανότητας των σημειακών μεταλλαγμάτων της Arclp να 
σχηματίζουν σύμπλοκο με τις συνθετάσες in vitro έγινε με δύο τρόπους. Αρχικά 
χρησιμοποιήθηκε χρωματογραφία αγχιστείας με στήλη Ni-NTA-Sepharose. Πιο 
συγκεκριμένα, 20 μμ της αγρίου τύπου και των μεταλλαγμένων μορφών της Arclp, 
που διέθεταν επίτοπο έξι ιστιδινών, επωάστηκαν με 40 μμ μίας από τις αγρίου τύπου 
συνθετάσες MetRS ή GluRS, από τις οποίες είχε αφαιρεθεί ο επίτοπος His, καθώς και 
σφαιρίδια Ni-NTA-Sepharose. Ακολούθησε έκλουση της στήλης με 200 mM 
ιμιδαζόλιο, και ανάλυση του κλάσματος έκλουσης με SDS-PAGE και βαφή με 
Coomassie. Επιπρόσθετα, για τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων των μεταλλαγμάτων 
της Arclp χρησιμοποιήθηκε και η μέθοδος συντονισμού πλασμονίων επιφάνειας στο 
σύστημα Biacore. Για τη διεξαγωγή της συγκεκριμένης μελέτης, οι διάφορες μορφές 
της Arclp His-Arclp, His-Arclp(A8-122), His-Arclp(A26R), Arclp(S33A), 
Arclp(T55R), Arclp(T55V), Arclp(RlOOA) και Arclp(Y104A) ακινητοποιήθηκαν 
σε ξεχωριστές διαδρομές της βιοαισθητηριακής επιφάνειας με τον τρόπο που 
περιγράφηκε παραπάνω για τις αγρίου τύπου πρωτεΐνες. Στη συνέχεια η αγρίου τύπου 
MetRS ή GluRS διαβιβάστηκε επάνω από τα ακινητοποιημένα μεταλλάγματα της
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Arclp και οι σταθερές διάστασης κάθε αλληλεπίδρασης υπολογίστηκαν με τον τρόπο 
που περιγράφηκε παραπάνω (3.1.1.5).
Όσον αφορά τα μεταλλάγματα της Arclp που σχετίζονται με την επιφάνεια 
αλληλεπίδρασης με την MetRS, η παραπάνω ανάλυση έδειξε ότι, ενώ η αγρίου τύπου 
His-Arclp σχηματίζει σύμπλοκο με την αγρίου τύπου MetRS, η μετάλλαξη A26R 
καταργεί τη συγκεκριμένη αλληλεπίδραση (Εικ. 46, διαδρ. 2), ενώ η μετάλλαξη S33A 
την εξασθενεί σημαντικά (Εικ. 46, διαδρ. 3). Αντίθετα, οι δύο αυτές μεταλλάξεις της 
Arclp δεν επηρεάζουν την αλληλεπίδρασή της με την GluRS (Εικ. 46, διαδρ. 5 και 
6). Ανάλογα αποτελέσματα έδωσε και η μελέτη στο σύστημα Biacore, η οποία έδειξε 
ότι και οι δύο μεταλλάξεις A26R και S33A καταργούν την αλληλεπίδραση με την 
αγρίου τύπου MetRS.
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Εικόνα 46: Ανάλωση της αλληλεπίδρασης των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων μορφών της Arclp που 
Επηρεάζουν το σχηματισμό συμπλόκον με την MetRS με χρωματογραφία αγχιστείας. Ανάλωση των 
κλασμάτων έκλουσης της στήλης Ni-NTA-Sepharose, κατά, τη μελέτη της αλληλεπίδρασης της His-Arclp 
με την MetRS (διαδρ. 1), της His-Arclp(A26R) με την MetRS (διαδρ. 2) και την GluRS (διαδρ. 5), της 
His-Arclp(S33A) με την MetRS (διαδρ. 3) και την GluRS (διαδρ. 6), και της His-Arclp(A26R RI00A) με 
την MetRS (διαδρ. 4), με SDS-PAGE και βαφή με Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους 
μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
Για τα μεταλλάγματα της Arclp που σχετίζονται με την επιφάνεια 
αλληλεπίδρασης με την GluRS, η προηγούμενη ανάλυση έδωσε τα εξής 
αποτελέσματα: η αγρίου τύπου His-Arclp σχηματίζει σύμπλοκο με την αγρίου τύπου 
GluRS (Εικ. 47, διαδρ. 1), ενώ αντίθετα η μετάλλαξη της θρεονίνης 55 προς αργινίνη 
(T55R), της αργινίνης 100 προς αλανίνη (R100A) και της τυροσίνης 104 προς 
αλανίνη (Υ104Α) καταργεί την ικανότητα αλληλεπίδρασης με την GluRS (Εικ. 47,
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διαδρ. 2,4.5). Τέλος, η μετάλλαξη της θρεονίνης 55 της Arclp προς βαλίνη (T55V) 
δεν επηρεάζει το σχηματισμό συμπλόκου με τη GluRS (Εικ. 47, διαδρ. 3). Όλα τα 
παραπάνω μεταλλάγματα της Arclp διατηρούν την ικανότητα σχηματισμού 
συμπλόκου με την αγρίου τύπου MetRS (Εικ. 47, διαδρ. 7-10). Ανάλογα 
αποτελέσματα έδωσε και η μελέτη στο σύστημα Biacore, η οποία έδειξε ότι οι 
μεταλλάξεις T55R, R1001 και Υ104Α καταργούν την αλληλεπίδραση με την GluRS, 
ενώ η μετάλλαξη T55V την εξασθενεί σημαντικά, αυξάνοντας την Kd της 
αλληλεπίδρασης από 53 ηΜ σε 152 πΜ.
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Εικόνα 47: Ανάλυση της αλληλεπίδρασης των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων μορφών της Arclp που 
επηρεάζουν το σχηματισμό συμπλ.όκου με την GluRS με χρωματογραφία αγχιστείας. Ανάλωση των 
κλαισμάτων έκλουσης της στήλης Ni-NTA-Sepharose κατά τη μελέτη της αλληλοεπίδρασης της His-Arclp 
με την GluRS (διαδρ. 1), της His-Arclp(T55R) με την GluRS (διαδρ. 2) και την MetRS (διαδρ. 7), της 
His-Arclp(T55V) με την GluRS (διαδρ. 3) και την MetRS (διαδρ. 8), της His-Arcl p(R100A) με την 
GluRS (διαδρ. 4) και την MetRS (διαδρ. 9), της His-Arclρ(Υ104Α) με την GluRS (διαδρ. 5) και την 
MetRS (διαδρ. 10) και της His-Arclp(A26R R100A) με την GluRS, με SDS-PAGE και βαφή με 
Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
3.2.4.4. Υποκυτταρική κατανομή των μεταλλαγμένων μορφών της Arclp
Έχει βρεθεί ότι η πρωτεΐνη Arclp εντοπίζεται αποκλειστικά στο 
κυτταρόπλασμα του S. cerevisiae, τόσο όταν σχηματίζει σύμπλοκο με τις συνθετάσες 
MetRS και GluRS (Simos et al., 1996; Galani et al., 2001), όσο και ως ανεξάρτητη 
πρωτεΐνη (Galani et al., 2005). Αντίθετα, τμήματα της Arclp από τα οποία έχει 
απαλειφθεί τμήμα ή και ολόκληρη η Ν-τελική επικράτεια, και τα οποία δεν 
σχηματίζουν σύμπλοκο με τη μία από τις δύο συνθετάσες (GluRS) ή και με τις δύο
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συνθετάσες ταυτόχρονα, εντοπίζονται και στον πυρήνα (Galani et al., 2001). Η 
κατασκευή σημειακών μεταλλαγμάτων που δεν σχηματίζουν σύμπλοκο με τη μία ή 
και με τις δύο συνθετάσες επέτρεψε την διεξαγωγή μελέτης για την επιβεβαίωση της 
παραπάνω θεωρίας. Επίσης, έχει δειχθεί ότι ο αποκλεισμός της Arclp από τον 
πυρήνα ρυθμίζεται από την εξπορτίνη του S. cerevisiae Χροίρ, και για το λόγο αυτό 
είναι πιθανή η ύπαρξη στην αλληλουχία της ενός NES (Galani et al., 2005). Για τη 
διερεύνηση ενός ενδεχόμενου NES στη Ν-τελική επικράτεια της Arclp, όπως 
προτάθηκε από το μοντέλο της κρυσταλλικής δομής, κατασκευάστηκε το μετάλλαγμα 
Arc 1 ρ(Δ 1-13) που περιγράφηκε παραπάνω.
Για τη μελέτη της υποκυτταρικής κατανομής των μεταλλαγμένων μορφών της 
Arclp, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός των στελεχών S. cerevisiae arc Flos Γ
GFP-Arclp GFP-Arcl ρ-Δ(1 -13) GFP-Arc1p(T5SR) GFP-Arc1p(Y104A)
GFP-Arclp GFP-Arc1p-A(1-13) GFP-Arclp(T55R) GFP-Arc1p(Y104A) GFP-Arclp(A26R R100A)
Εικόνα 48: Διερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής των μεταλλαγμένων μορφών της Arclp με 
Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser, σε στελέχη S. cerevisiae (A) arcVlosl' και (Β) arcl'. Σε κάθε 
περίπτωση η κεφαλ.ή του βέλους υποδεικνύει τη θέση του πυρήνα.
pURA-Arclp και arcl' με πλασμιδιακούς φορείς που εκφράζουν τα μεταλλάγματα 
της Arclp σε σύντηξη με τον επίτοπο GFP, και στη συνέχεια παρατήρηση τους με 
Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser. Η παραπάνω ανάλυση έδειξε ότι τόσο η 
αγρίου τύπου GFP-Arclp, όσο και οι μεταλλαγμένες της μορφές GFP-Arclp-A(l-13), 
GFP-Arclp(T55R) και GFP-Arclp(Y104A) παραμένουν εκτός πυρήνα και στα δύο 
στελέχη ζυμομύκητα arcVlosl' και arcl (Εικ. 48). Κατά τον ίδιο τρόπο και το διπλό 
μετάλλαγμα GFP-Arclp(A26R R100A) παραμένει αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα 
στο στέλεχος arcl' (Εικ. 48).
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Πίνακας XI: Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων μελέτης των μεταλλ,αγμάτων της Arclp. Σε 
παρένθεση παραβάλλεται η σταθερά διάστασης της εκάστοτε αλληλεπίδρασης όποτε αυτή 
προσδιορίστηκε.
Μεταλλάγματα
Arclp
: ■ · ;;V - ■
Αλληλεπίδραση με 
MetRS
Αλληλεπίδραση με 
GIuRS Υποκυτταρική
κατσνομή
,
In vitro 
(Kd)
In vivo
In vitro 
(Kd)
In vivo
wt (168 nM) + (53 nM) + Κ
Δ1-13 ΔΠ ΔΠ ΔΠ Κ
A26R - ΔΠ + ΔΠ
S33A +/- - + + ΔΠ
T55R + +/- - - Κ
T55V ' ΔΠ ΔΠ (152 nM) All ΔΠ
R100A + Ml - All ΔΠ
Υ104Α + +/- - - Κ
A26R R100A - - - - Κ
ΔΠ: Δεν προσδιορίστηκε. 
Κ: Κυτταρόπλασμα.
3.2.5. Μελέτη των μεταλλάξεων της MetRS
3.2.5.1. Έκφραση και λειτουργικότητα των μεταλλαγμένων μορφών της MetRS 
σε κύτταρα S. cerevisiae
Για τη διερεύνηση της λειτουργικότητας των μεταλλαγμένων μορφών της 
MetRS, το στέλεχος /nesl' pURA3-MESl μετασχηματίστηκε από πλασμίδια που 
εκφράζουν τις μεταλλαγμένες μορφές της MetRS σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA ή 
GFP και ακολούθησε η ανάλυση που περιγράφηκε παραπάνω για την Arclp. Η 
ανάλυση αυτή έδειξε ότι οι μεταλλαγμένες μορφές MetRS(F59A) και MetRS(A63H) 
εκφράζονται και είναι σταθερές στον S. cerevisiae και ότι μπορούν να αναπληρώσουν 
τη δράση της αγρίου τύπου MetRS (Εικ. 49).
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MetRS
Εικόνα 49: Γενετική ανάλωση και έλωχχος έκφρασης των μεταλλαγμένων μορφών της MetRS σε κύτταρα 
S. cerevisiae. (Α) Επιβίωσιι του στελέχους mesE pURA3-MESl μετά από μετασχηματισμό του από τα 
πλασμίδια που εκφράζουν τις μεταλλαγμένες μορφές της MetRS σε σύντηζη με τον επίτοπο PlA. Εφόσον 
αναπ/.ηρωθεί η δράση της MetRS, το στέλεχος ζυμομύκητα μπορεί να χάσει το πλιασμίδιο pURA3-MESl 
και να επιβιώσει μετά από επίστρωση σε Θρεπτικό μέσο που περιέχει FOA. Όπου (-), μετασχηματισμός 
του στελέχους S. cerevisiae από πλασμιδιακό φορέα που εκφράζει μόνο τον επίτοπο PtA. (Β) 
Εκχυλάσματα κυττάρων ζυμομύκητα του στελέχους mesP που εκφράζουν την PlA-MelRS (διαδρ. 1) PtA- 
MelRS(F59A) (διαδρ. 2) και την PtA- MelRS(A63H) (διαδρ. 3), αναλώθηκαν με ανοσοαποτύπωση 
χρησιμοποιώντας αντίσωμα που αναγνωρίζει τον επίτοπο PtA.
3.2.5.2. Επίδραση των μεταλλάξεων της MetRS στο σχηματισμό συμπλόκου με 
την Arclp in vivo.
Η ικανότητα των σημειακών μεταλλαγμάτων της MetRS να σχηματίζουν 
σύμπλοκο με την Arclp in vivo αναλύθηκε με τον τρόπο που περιγράφηκε παραπάνω 
για την Arclp. Πιο συγκεκριμένα, οι μεταλλαγμένες μορφές της MetRS εκφράστηκαν 
στο στέλεχος me si' του S. cerevisiae ως ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες με επίτοπο PtA, 
και απομονώθηκαν με χρωματογραφία αγχιστείας χρησιμοποιώντας στήλη IgG- 
Sepharose. Η παραπάνω ανάλυση έδειξε ότι ενώ η αγρίου τύπου PtA-MetRS 
σχηματίζει σύμπλοκο και συν-απομονώνεται με την Arclp και διαμέσου αυτής και με 
την GluRS (Εικ. 50, διαδρ. 1), μετάλλαξη είτε της φαινυλαλανίνης 59 προς αλανίνη 
(F59A), είτε της αλανίνης 63 προς ιστιδίνη (Α63Η), καταργεί την αλληλεπίδραση με 
την Arclp in vivo (Εικ. 50, διαδρ. 2 και 3).
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Εικόνα 50: Απομόνωση των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων μορφών της MetRS με επίτοπο PlA από 
στέλεχος mesE με χρωματογραφία αγχιστείας. Ανάλωση των κλασμάτων έκλουσης της στήλης IgG- 
Sepharose μετά από διαβίβαση των εκχυλισμάτων κυττάρων ζυμομύκητα που εκφράζουν είτε την αγρίου 
τύπου PtA-MetRS (διαδρ. 1), είτε τις μεταλλαγμένες μορφές PtA-MetRS(F59A) (διαδρ. 2) και ΡίΑ- 
MelRS(A63H) (διαδρ. 3), με SDS-PAGE και βαφή με Coomassie, καθώς και με ανοσοαποτύπωση, 
χρησιμοποιώντας αντίσωμα που αναγνωρίζει την Arclp. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους 
μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
3.2.53. Επίδραση των μεταλλάξεων της MetRS στο σχηματισμό συμπλόκου με 
την Arclp in vitro.
Η διερεύνηση της ικανότητας των σημειακών μεταλλαγμάτων της MetRS να 
σχηματίζουν σύμπλοκο με την Arclp in vitro έγινε με τον τρόπο που περιγράφηκε για 
τα μεταλλάγματα της Arclp.
Η ανάλυση με χρωματογραφία αγχιστείας έδειξε ότι, ενώ η αγρίου τύπου 
MetRS σχηματίζει σύμπλοκο με την αγρίου τύπου Arclp (Εικ. 51, διαδρ. 1), η 
μετάλλαξη F59A καταργεί την αλληλεπίδραση (Εικ. 51, διαδρ. 2). Ανάλυση της 
αλληλεπίδρασης του μεταλλάγματος Α63Η της MetRS με την Arclp δεν 
πραγματοποιήθηκε με αυτό τον τρόπο για τεχνικούς λόγους (δεν είχε αφαιρεθεί ο 
επίτοπος His από τη συνθετάση). Ανάλογα αποτελέσματα έδωσε και η μελέτη στο 
σύστημα Biacore, η οποία έδειξε ότι και οι δύο μεταλλάξεις F59A και Α63Η 
καταργούν την αλληλεπίδραση με την αγρίου τύπου Arclp.
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Εικόνα 51: Ανάλυση της αλληλεπίδρασης των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων μορφών της MetRS με 
την Arclp με χρωματογραφία αγχιστείας. Ανάλωση των κλασμάτων έκλουσης της στήλης Νί-ΝΤΑ- 
Sepharose κατά τη μελέτη της αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου MetRS (διαδρ. 1), καθώς και της 
MelRS(F59A) (διαδρ. 2) με την His-Arclp, με SDS-PAGE και βαφή με Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά 
αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
3.2.S.4. Υποκυτταρική κατανομή των μεταλλαγμένων μορφών της MetRS
Η υποκυτταρική κατανομή της MetRS στο αγρίου τύπου στέλεχος S. 
cerevisiae, στο οποίο και σχηματίζει σύμπλοκο με την Arclp, έχει βρεθεί ότι είναι 
αποκλειστικά κυτταροπλασματική (Simos et al., 1996; Galani et al., 2001). Αντίθετα, 
αποσυναρμολόγηση του συ μπλόκου εξαιτίας απαλοιφής της Arclp ή της Ν-τελικής 
επικράτειας της MetRS, επιτρέπει στη συνθετάση να εντοπίζεται και στο εσωτερικό 
του πυρήνα (Simos et al., 1996; Galani et al., 2001). Με τον τρόπο αυτό, 
διατυπώθηκε η θεωρία ότι ο υποκυτταρικός εντοπισμός της MetRS ρυθμίζεται από τη 
δημιουργία συμπλόκου με την Arclp (Galani et al., 2001). Κατά την παρούσα 
μελέτη, η κατασκευή μεταλλαγμάτων της MetRS που δεν αλληλεπιδρούν με την 
Arclp in vivo, επέτρεψε τον έλεγχο αυτής της θεωρίας, στο περιβάλλον ενός 
στελέχους ζυμομύκητα από το οποίο δεν έχει απαλειφθεί κάποια πρωτεΐνη και το 
οποίο διαφοροποιείται από το στέλεχος αγρίου τύπου σε ένα και μοναδικό αμινοξύ.
Τα σημειακά μεταλλάγματα της MetRS εκφράστηκαν στο στέλεχος S. 
cerevisiae mesl σε σύντηξη με τον επίτοπο GFP, και η υποκυτταρική τους κατανομή 
ελέγχθηκε με Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser. Η παραπάνω ανάλυση 
έδειξε ότι, η αγρίου τύπου GFP-MetRS, η οποία σχηματίζει σύμπλοκο με την Arclp, 
παραμένει εκτός πυρήνα (Εικ. 52Α) σε συμφωνία με την παλαιότερη μελέτη (Galani 
et al., 2001). Αντίθετα, και τα δύο μεταλλάγματα GFP-MetRS(F59A) και GFP- 
MetRS(A63H), τα οποία δεν σχηματίζουν σύμπλοκο με την Arclp in vivo, μπορούν
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(A) A RCI (B) ARC1 (Γ) ARCl
GFP'MetRS GFP-MetRS(H63A) GFP-fvtetRS(F59A)
Εικόνα 52: Αιερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής των μεταλλαγμένων μορφών της MetRS με 
Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser, σε στέλεχος S. cerevisiae mesl'. Σε κάθε περίτττωσι] η κεφαλ.ή 
του βέλους υποδεικνύει τη θέση του πυρήνα.
να εντοπίζονται και στο εσωτερικό του πυρήνα (Εικ. 52Β,Γ), αποδεικνύοντας ότι η 
δημιουργία του συμπλόκου με την Arclp είναι αυτή που ρυθμίζει την υποκυτταρική 
της κατανομή.
Πίνακας XII: Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων μελέτης των μεταλλ,αγμάτων της MetRS. Σε 
παρένθεση παραβάλλεται η σταθερά διάστασης της εκάστοτε αλληλεπίδρασης όποτε αυτή 
προσδιορίστηκε.
Μεταλλάγματα MetRS
Αλληλεπίδραση με Arclp Υποκυτταρική
κατανομήIn vitro (Kd) In vivo
wt (164nM) + Κ
F59A - - Κ + Π
Α63Η - - κ + π
Κ: Κυτταρόπλασμα. 
Π: Πυρήνας.
3.2.6. Μελέτη των μεταλλάξεων της GluRS
3.2.6.1. Έκφραση και λειτουργικότητα των μεταλλαγμένων μορφών της GluRS 
σε κύτταρα S. cerevisiae
Τα πλασμίδια που εκφράζουν τα σημειακά μεταλλάγματα της GluRS σε 
σύντηξη με τον επίτοπο PtA ή GFP χρησιμοποιήθηκαν για το μετασχηματισμό του 
στελέχους gus 1" ρ URA 3-G US7 του S. cerevisiae, και στη συνέχεια η έκφραση και η 
λειτουργικότητα των μεταλλαγμάτων ελέγχθηκε με τον τρόπο που περιγράφηκε για 
τις άλλες δύο πρωτεΐνες του συμπλόκου. Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι οι
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μεταλλαγμένες μορφές GluRS(T125R), GluRS(K157A) και GluRS(R164A) 
εκφράζονται σε κύτταρα S. cerevisiae και είναι σταθερές, ενώ παράλληλα μπορούν 
να αντικαταστήσουν τη λειτουργία της αγρίου τύπου GluRS (Εικ. 53).
GluRS
(8|
Arrtt-PlA
12 3 4
Εικόνα 53: Γενετική ανόθωση και έλεγχος έκφρασης των μεταλλαγμένων μορφών της GluRS σε κύτταρα 
S. cerevisiae. (Α) Επιβίωση του στελέχους gusl' pURA3-GUSl μετά από μετασχηματισμό του από τα 
πλασμίδια που εκφράζουν τις μεταλλαγμένες μορφές της GluRS σε σύντηξη με τον επίτοκο PlA. Εφόσον 
αναπληρωθεί η δράση της GluRS, τα στελέχη ζυμομύκητα μπορούν να χάσουν το πλασμίδιο pURA3- 
GUSI και να επιβιώσουν μετά από επίστρωση σε θρεπτικό μέσο που περιέχει FOA. Όπου (-), 
μετασχηματισμός του στελώχους S. cerevisiae από πλασμιδιακό φορέα που εκφράζει μόνο τον επίτοκο 
PlA. (Β) Εκχυλίσματα κυττάρων ζυμομύκητα του στελέχους gusl', που εκφράζουν την PtA-GluRS (διαδρ. 
1), PlA-GluRS(TI25R) (διαδρ. 2), την PtA-GluRS(K157A) (διαδρ. 3) και την PlA-G!uRS(Rl64Α) 
(διαδρ. 4), αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωση, χρησιμοποιώντας αντίσωμα που αναγνωρίζει τον επίτοκο
PlA.
3.2.6.2. Επίδραση των μεταλλάξεων της GluRS στο σχηματισμό συμπλόκου με 
την Arclp in vivo
Για τη διερεύνηση της ικανότητας των σημειακών μεταλλαγμάτων της GluRS 
να σχηματίζουν σύμπλοκο με την Arclp in vivo, πραγματοποιήθηκε έκφρασή τους σε 
σύντηξη με τον επίτοπο PtA στο στέλεχος S. cerevisiae gusl' και απομόνωση τους με 
χρωματογραφία αγχιστείας, όπως περιγράφεται παραπάνω για την Arclp. Η ανάλυση 
αυτή έδειξε ότι ενώ η αγρίου τύπου PtA-GluRS σχηματίζει σύμπλοκο και συν- 
απομονώνεται με την Arclp (Εικ. 54, διαδρ. 1), και διαμέσου αυτού και με την 
MetRS, μετάλλαξη είτε της θρεονίνης 125 προς αργινίνη (T125R), είτε της αργινίνης 
164 προς αλανίνη (R164A), καταργεί τη δημιουργία συμπλόκου με την Arclp in vivo 
(Εικ. 54, διαδρ. 2 και 4). Αντίθετα, μετάλλαξη της λυσίνης 157 προς αλανίνη
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(K157A), δεν επηρεάζει την πρόσδεση της GluRS στην Arclp in vivo (Εικ. 54, διαδρ. 
3).
01 <«3 f-CM *Ω
Ο Ο Ο Ο
PtA-GuRS
mms
m Anti «Arclp
Εικόνα 54: Απομόνωση των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων μορφών της ERS με επίτοπο ΡίΑ από 
στέλεχος gusP με χρωματογραφία αγχιστείας. Ανάλωση των κλΜσμάτων έκλουσης της στήλες IgG- 
Sepharose μετά από διαβίβαση των εκχυλασμάτων κυττάρων ζυμομύκητα που εκφράζουν είτε την αγρίου 
τύπου PtA-GluRS (διαδρ. 1), είτε τις μεταλλαγμένες μορφές PtA-GluRS(TI25R) (διαδρ. 2), PtA- 
GluRS(Kl57Α) (διαδρ. 3) και PtA-GluRS(Rl64Α) (διαδρ. 4) με SDS-PAGE και βαφή με Coomassie, 
καθώς και με ανοσοαποτύπωση, χρησιμοποιώντας αντίσωμα που αναγνωρίζει την Arclp. Οι αριθμοί 
αριστερά, αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
3.2.6.3. Επίδραση των μεταλλάξεων της GluRS στο σχηματισμό συμπλόκου με 
την Arclp in vitro.
Η διερεύνηση της ικανότητας των σημειακών μεταλλαγμάτων της GluRS να 
σχηματίζουν σύμπλοκο με την Arclp in vitro έγινε επίσης με δύο τρόπους, όπως 
περιγράφηκε παραπάνω για την Arclp.
Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι, ενώ η αγρίου τύπου GluRS σχηματίζει σύμπλοκο 
με την αγρίου τύπου Arclp (Εικ. 55, διαδρ. 1), η μετάλλαξη της θρεονίνης 125 προς 
αργινίνη (T125R) και της αργινίνης 164 προς αλανίνη (R164A) κατάργησε τη 
δημιουργία συμπλόκου (Εικ. 55, διαδρ. 2 και 5). Αντίθετα, η μετάλλαξη της 
θρεονίνης 125 προς βαλίνη (T125V), και της λυσίνης 157 προς αλανίνη (Κ157Α) 
έδειξε να μην επηρεάζει την αλληλεπίδραση της GluRS με την Arclp (Εικ. 55, διαδρ. 
3 και 4). Η μελέτη στο σύστημα Biacore έδειξε ότι μεταλλάξεις της GluRS T125R 
και R164A καταργούν την αλληλεπίδραση με την Arclp, ενώ αντίθετα, οι 
μεταλλάξεις T125V και Κ157Α εξασθενούν σημαντικά την αλληλεπίδραση χωρίς να
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την εξαφανίζουν καν αυξάνουν την Kd από 53 ηΜ προς 179 ηΜ και 265 ηΜ 
αντίστοιχα.
S h Η ^ ϊ
Εικόνα 55: Ανάλωση της αλληλεπίδρασης των ανασυνδυασμένων μεταλλαγμένων μορφών της ERS με 
την Arclp με χρωματογραφία αγχιστείας. Ανάλωση των κλασμάτων έκλουσης της στήλης Νί-ΝΤΑ- 
Sepharose κατά τη μελέτη της αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου His-Arclp με την αγρίου τύπου GluRS 
(διαδρ. 1), καθώς και τις μεταλλαγμένες μορφές της GluRS, GluRS(Tl25R) (διαδρ. 2), G!uRS(Tl25V) 
(διαδρ. 3), GluRS(K157A) (διαδρ. 4) και GluRS(R164A) (διαδρ. 5), με SDS-PAGE και βαφή με 
Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
3.2.6.4. Υποκυτταρική κατανομή των μεταλλαγμένων μορφών της GluRS
Σε αντίθεση με τα όσα αναφέρθηκαν για την MetRS, η ρύθμιση της 
υποκυτταρικής κατανομής της GluRS φαίνεται ότι αποτελεί πιο περίπλοκη υπόθεση. 
Πιο συγκεκριμένα, έχει βρεθεί ότι η GluRS του αγρίου τύπου S. cerevisiae, 
σχηματίζει σύμπλοκο με την Arclp και εντοπίζεται αποκλειστικά στο 
κυτταρόπλασμα (Galani et al., 2001). Αντίθετα, απαλοιφή του γονιδίου της Arclp και 
διαταραχή της δημιουργίας του συμπλόκου, επιτρέπει στη GluRS να εντοπίζεται στον 
πυρήνα, ωστόσο το σήμα του πυρήνα δεν είναι τόσο ισχυρό σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη περίπτωση της MetRS (Galani et al., 2001). Επίσης, ένα μεταλλαγμένο 
στέλεχος της GluRS από το οποίο έχει απαλειφθεί τμήμα της Ν-τελικής επικράτειας 
και το οποίο δεν αλληλεπιδρά με την Arclp, εντοπίζεται επίσης στο εσωτερικό του 
πυρήνα, με το σήμα του πυρήνα να είναι εξίσου έντονο με αυτό του 
κυτταροπλάσματος (Galani et al., 2001). Αντίθετα, η GluRS από την οποία έχει 
απαλεκρθεί ολόκληρη η Ν-τελική επικράτεια, και παρόλο που δεν σχηματίζει 
σύμπλοκο με την Arclp, εντοπίζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα (Galani et al., 
2001). Συνδυάζοντας τα παραπάνω φαίνεται ότι η υποκυτταρική κατανομή της
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GluRS ρυθμίζεται μεν από τη δημιουργία συμπλόκου με την Arclp αλλά ίσως και 
από άλλους παράγοντες (Galani et al., 2001). Η κατασκευή σημειακών 
μεταλλαγμάτων της GluRS που δεν αλληλεπιδρούν με την Arclp in vivo και η 
έκφραση τους σε κύτταρα S. cerevisiae, επέτρεψε την περαιτέρω διερεύνηση του 
ρόλου της δημιουργίας συμπλόκου στη ρύθμιση της υποκυτταρικής κατανομής της 
GluRS, σε ένα στέλεχος S. cerevisiae σχεδόν ίδιο με το στέλεχος αγρίου τύπου.
ια) (S) CO m
GFP-OfcftS G FP-Gtsj RSff 128R) GFF-43fc3FlS(ftie4A) GFB-S«ftS(K15?A)
Εικόνα 56: Διερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής των μεταλλαγμένων μορφών της ERS με 
Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser, σε στέλεχος S. cerevisiae gusT. Σε κάθε περίπτωση η κεφαλ,ή 
τον βέλους υποδεικνύει τη θέση του πυρήνα.
Για τη διερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής των μεταλλαγμένων 
μορφών της GluRS, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός του στελέχους S. cerevisiae 
gusl~ με πλασμιδιακούς φορείς που εκφράζουν τα μεταλλάγματα της GluRS σε
Πίνακας XIII: Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων μελέτης των μεταλλαγμάτων της GluRS. Σε 
παρένθεση παραβάλλεται η σταθερά διάστασης της εκάστοτε αλληλεπίδρασης όποτε αυτή 
προσδιορίστηκε.
Μεταλλάγματα GluRS
.... . · ........
Αλληλεπίδραση με Arclp Υποκυτταρική
κατανομήIn vitro (Kd) In vivo
wt (53 nM) + Κ
T125R - - Κ
T125V (179 nM) ΛΓΙ All
Κ157Α (265 nM) +/- Κ
R164A - - κ
ΔΠ: Δεν προσδιορίστηκε. 
Κ: Κυτταρόπλασμα.
Π: Πυρήνας.
150
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
σύντηξη με τον επίτοπο GFP, και στη συνέχεια παρατήρηση των κυττάρων με 
Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser. Η ανάλυση έδειξε ότι η αγρίου τύπου 
GFP-GluRS, η οποία σχηματίζει σύμπλοκο με την Arclp (Εικ. 56Α) σε συμφωνία με 
τα παλαιότερα δεδομένα (Galani et al., 2001). Το ίδιο ωστόσο βρέθηκε ότι ισχύει και 
για τα μεταλλάγματα GFP-GluRS(T125R) (Εικ. 56Β) και GFP-GluRS(R164A) (Εικ. 
56Δ), τα οποία δεν σχηματίζουν σύμπλοκο με την Arclp, γεγονός που έρχεται σε 
αντίθεση με την προηγούμενη μελέτη (Galani et al., 2001). Τέλος, στο 
κυτταρόπλασμα, εντοπίζεται και το μετάλλαγμα GFP-GluRS(K157A) (Εικ. 56Γ), το 
οποίο σχηματίζει σύμπλοκο με την Arclp.
3.3. ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΤΗΣ ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΑΣ TRBD 
ΚΑΙ ΤΩΝ ΜΗ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΩΝ ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΩΝ ΤΩΝ 
ΣΥΝΘΕΤΑΣΩΝ
Η έως τώρα μελέτη του συμπλόκου της Arclp με τις συνθετάσες MetRS και 
GluRS έχει δείξει ότι, όταν κατά τη δημιουργία του συμπλόκου η δομική επικράτεια 
TRBD της Arclp προσφέρεται στις συνθετάσες in trans (δηλαδή ανήκει σε ένα 
διαφορετικό πολυπεπτίδιο), τότε διευκολύνει την πρόσδεση των ομότυπων tRNA και 
προάγει την καταλυτική τους απόδοση (Simos et al., 1996; Deinert et al., 2000). 
Εντούτοις, δεν είναι γνωστό αν αυτός είναι και ο μοναδικός ρόλος της Arclp ή της 
TRBD ή αν η Arclp έχει κάποιο επιπλέον βιολογικό ρόλο, πιθανόν ανεξάρτητο από 
τη δημιουργία ή τη λειτουργία του συμπλόκου. Στο γεγονός αυτό συνηγορεί η 
γενετική αλληλεπίδραση της Arclp με τη Loslp, μια εξπορτίνη του tRNA (Simos et 
al., 1996), που υποδεικνύει ότι η Arclp έχει κάποια σχέση είτε με τη διαδικασία της 
εξόδου του tRNA από τον πυρήνα είτε με το αποτέλεσμα της, δηλαδή την παρουσία 
στο κυτταρόπλασμα ικανής ποσότητας tRNA για τις ανάγκες του κυττάρου. Επίσης 
δεν είναι γνωστό αν η λειτουργία των μη καταλυτικών Ν-τελικών προεκτάσεων των 
συνθετασών εξαντλείται στη δημιουργία του συμπλόκου ή αν αυτές επιτελούν και 
κάποιες άλλες λειτουργίες εντός ή εκτός του συμπλόκου.
Στη φύση έχουν βρεθεί περιπτώσεις δομικών επικρατειών ομόλογων της 
TRBD, τόσο σε μη καταλυτικές πρωτεΐνες (π.χ. η ρ43 του συμπλόκου των 
συνθετασών των ανώτερων θηλαστικών), όσο και ενσωματωμένες στην 
πολυπεπτιδική αλυσίδα διαφόρων συνθετασών (π.χ. MetRS ή TyrRS σε διάφορους 
οργανισμούς). Το ερώτημα που προκύπτει από τα παραπάνω είναι γιατί η TRBD στο 
ζυμομύκητα ανήκει σε ένα ανεξάρτητο πολυπεπτίδιο, όταν είναι γνωστό ότι μπορεί
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να δράσει ως τμήμα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας μιας συνθετάσης. Για τη 
διερεύνηση του ρόλου της επικράτειας TRBD της Arclp σε σχέση με τη δράση των 
συνθετασών, καθώς και κατά πόσο ο μοναδικός ρόλος των Ν-τελικών επικρατειών 
των συνθετασών του συμπλόκου είναι η προσάρτηση των συνθετασών στο 
σύμπλοκο, κατασκευάστηκαν χιμαιρικές πρωτεΐνες, που περιέχουν την TRBD σε 
απευθείας σύνδεση με την καταλυτική επικράτεια των συνθετασών και από τις οποίες 
λείπουν οι μη καταλυτικές Ν-τελικές επικράτειες.
3.3.1. Μελέτη της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD
3.3.1.1. Κατασκευή της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD
Για την κατασκευή της χιμαιρικής πρωτεΐνης που αποτελείται από την 
καταλυτική επικράτεια της MetRS (η οποία στο εξής θα ονομάζεται ΜΚ) και την 
TRBD, αρχικά απαλείφθηκαν οι Ν-τελικές επικράτειες τόσο της Arclp όσο και της 
MetRS. Στη συνέχεια η TRBD συνδέθηκε στο C-τελικό άκρο της ΜΚ, 
δημιουργώντας τη χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD (Εικ. 57). Τέλος, η χιμαιρική 
πρωτεΐνη MK-TRBD υποκλωνοποιήθηκε σε διάφορα πλασμίδια με αποτέλεσμα την 
κατασκευή ανασυνδυασμένων μορφών της με τους εξής διαφορετικούς επιτόπους 
(Εικ. 57): PtA για μελέτη της έκφρασης και λειτουργικότητας της σε κύτταρα S. 
cerevisiae, GFP για μελέτης της υποκυτταρικής κατανομής της χιμαιρικής πρωτεΐνης, 
και His με ή χωρίς θέση πρωτεόλυσης για την πρωτεάση TEV, για υπερέκφραση και 
απομόνωσή της από κύτταρα S. cerevisiae ή Ε. coli αντίστοιχα. Επιπλέον 
κατασκευάστηκαν πλασμίδια που επιτρέπουν την υπερέκφραση και απομόνωση της 
ΜΚ από κύτταρα S. cerevisiae ή Ε. coli.
Καταλυτική επικράτεια MetRS
Καταλυτική επικράτεια MetRS (ΜΚ)
MetRS
MetRS-ΔΝΙΔΙΙ -186)
1 132
Καταλυτική επικράτεια MetRS (ΜΚ) TRBD MK-TRBD
Εικόνα 57: Σχηματική αναπαράσταση της κατασκευής της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD
Κατασκευή της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD: Για την αφαίρεση του 
κωδικονίου τερματισμού από την ΜΚ, το τμήμα της αλληλουχίας του DNA που
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κωδικοποιεί για την MetRS-AN(Al 1-185) ενισχύθηκε με PCR από το πλασμίδιο 
pRS315-P]\[OPl-PtA-MetRS-AN (Δ11-185). Με τον τρόπο αυτό προστέθηκε στο 5’
άκρο του η θέση περιορισμού BamHI, ενώ αφαιρέθηκε από το 3’ άκρο του το 
κωδικόνιο τερματισμού και προστέθηκε η θέση περιορισμού Sail. Το τμήμα αυτό στη 
συνέχεια υπέστη πέψη με Xhol/Sall και υποκλωνοποιήθηκε πάλι στον φορέα 
pRS315-PNOPl'PFVMetRS-AN(Al 1-185) που είχε υποστεί πέψη με τα ίδια ένζυμα, 
αντικαθιστώντας την ίδια αλληλουχία. Ακολούθησε αφαίρεση της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας που κωδικοποιούσε για την ΜΚ σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA και τον 
προαγωγέα ΡνΟΡΒ μετά από πέψη με Sacl/Sall και υποκλωνοποίηση του στον 
φορέα pRS315-ARClAN(A7-122) που είχε υποστεί πέψη με τα ίδια ένζυμα, προς 
κατασκευή του πλασμιδίου pRS315-P]\}Qp]-PtA-MK-TRBD. Ακολούθησε αφαίρεση
του αναγνωστικού πλαισίου της MK-TRBD μετά από πέψη με Pstl/Pstl και 
υποκλωνοποίηση του στους φορείς pRS315-P]\joPl'GEP κοα pEMBLyex4-His8 που 
είχαν υποστεί πέψη με Pstl. Τέλος, η αλληλουχία του DNA που κωδικοποιεί για τη 
χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD, χωρίς τα πρώτα 11 αμινοξικά κατάλοιπα της MetRS 
αφαιρέθηκε από το πλασμίδιο pRS315-Py40Pl~PtA-MK-TRBD μετά από πέψη με 
Xhol/Sall και υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pETmCN-His6-TEV που είχε υποστεί 
πέψη με Xhol.
Πίνακας XIV: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή της χιμαιρικής πρωτεΐνης ΕΚ-
TRBD.
Όνομα Αλληλουχία
MetRS-Start-BamHI TTTTTGGATCCCGATCTGTCGACTTGCTATGA
MetRS-Sall-rev TTTTTCTCGAGAAAGGTACTGGTTGAGAAATAAC
Κατασκευή φορέων έκφρασης της καταλυτικής επικράτειας της MetRS 
σε κύτταρα S. cerevisiae και Ε. coli: Το τμήμα την αλληλουχίας DNA που 
κωδικοποιεί για την MetRS-AN(Al 1-185) αφαιρέθηκε από το πλασμίδιο pRS315- 
PNOPl'Ety^'MetRS-AN(Al 1-185) μετά από πέψη με Pstl και υποκλωνοποιήθηκε 
στον φορέα pEMBLyex4 που είχε υποστεί πέψη με Pstl. Επίσης το τμήμα της 
αλληλουχίας που κωδικοποιεί για την MetRS-AN(Al-185) αφαιρέθηκε από το 
πλασμίδιο pRS315-P]\[Qpι-PtA- MetRS-AN(Al-185) μετά από πέψη με Xhol και 
υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pETmCN-His6-TEV που είχε υποστεί πέψη με Xhol.
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Πίνακας XV: Πλασμίδια που κατασκευάστηκαν για την έκφραση της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD 
και της κατα/ωτικής επικράτειας ΜΚ σε κύτταρα S. cerevisiae και Ε. call
Όνομα
pRS315-PNOpj-PtA-MK-TRBD 
pRS315-PNOPl-GFP-MK-TRBD 
pEMBLyex4-His8-MK-TRBD 
pEMBLyex4-Hisg-MetRS-AN(Al 1-185) 
pETmCN- His6-TEV-MK-TRBD 
pETmCN- His6-TEV-MK
3.3.1.2. Έκφραση και λειτουργικότητα της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD σε 
κύτταρα S. cerevisiae
Για τη διερεύνηση της λειτουργικότητας της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK- 
TRBD, τα στελέχη S. cerevisiae mesF + pURA3-MESl και mesVarcl' + pURA3- 
MES1 μετασχηματίστηκαν από πλασμιδιακούς φορείς που εκφράζουν τη χιμαιρική 
πρωτεΐνη MK-TRBD, την αγρίου τύπου MetRS ή την καταλυτική της επικράτεια 
ΜΚ, σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA ή GFP. Η ικανότητα απώλειας του πλασμιδίου 
pURA3-MESl και επιβίωσης μετά από επίστρωση σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 
FOA, έδειξε ότι η χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD μπορεί να αναπληρώσει τη 
λειτουργία της αγρίου τύπου MetRS, ενώ το ίδιο ισχύει και για την ΜΚ (Εικ. 58Α και 
Γ). Επιπλέον, ανάλυση κυτταρικών εκχυλισμάτων των παραπάνω στελεχών 
ζυμομύκητα με ανοσοαποτύπωση, έδειξε ότι τόσο η χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD, 
όσο και η αγρίου τύπου MetRS και η καταλυτική της επικράτεια ΜΚ, εκφράζονται 
και είναι σταθερές (Εικ. 58Β και Δ).
3.3.1.3. Επίδρασης της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD στο ρυθμό ανάπτυξης 
κυττάρων S. cerevisiae
Για την ποσοτικοποίηση του πλεονεκτήματος επιβίωσης που πιθανόν 
προσφέρει η άμεση σύνδεση της επικράτειας TRBD της Arclp στην ΜΚ, μετρήθηκε
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Εικόνα 5ft: Γενετική ανάλωση και έλεγχος έκφρασης της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD σε κύτταρα S. 
cerevisiae. Επιβίωση των στελεχών mesE pURA3-MESl (Α) και arcl'mesE pURA3-MESI (Γ) μετά 
από μετασχηματισμό τους από τα πλασμίδια που εκφράζουν τη χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD, την 
αγρίου τύπου MetRS και την καταλυτική της επικράτεια ΜΚ, σε σύντηξη με τον επίτοπο PlA ή GFP. 
Εφόσον αναπληρωθεί η δράση της MetRS, τα στελέχη ζυμομύκητα μπορούν να χάσουν το πλ,ασμίδιο 
pURA3-MESl και να επιβιώσουν μετά από επίστρωση σε θρεπτικό μέσο που περιέχει FOA. Όπου (-) 
μετασχηματισμός των στελεχών S. cerevisiae από πλ,ασμιδιακό φορέα που εκφράζει μόνο τον επίτοπο 
PtA ή GFP. Εκχυλάσματα κυττάρων ζυμομύκητα των στελεχών mesE (Β) και arcEmesE (Α) που 
εκφράζουν τη χιμαιρική πρωτεΐνη PlA-MK-TRBD (διαδρ. 1,4), την αγρίου τύπου PtA-MetRS (διαδρ. 2,5) 
ή μόνο την καταλ.υτική της επικράτεια PtA-MK (διαδρ. 3,6), αναλώθηκαν με ανοσοαποτύπωση, 
χρησιμοποιώντας αντίσωμα που αναγνωρίζει τον επίτοπο PtA. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους 
μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
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η ταχύτητα πολλαπλασιασμού κυττάρων S. cerevisiae, που εκφράζουν είτε την 
αγρίου τύπου MetRS, είτε μόνο την καταλυτική της επικράτεια ΜΚ, είτε τη 
χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD, σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA ή GFP, και παρουσία 
ή απουσία της Arclp. Για τον υπολογισμό των χρόνων διπλασιασμού, έγιναν 
καλλιέργειες των παραπάνω στελεχών και παρακολούθηση της οπτικής τους 
πυκνότητας. Ακολούθησε γραφική παράσταση της οπτικής πυκνότητας των 
καλλιεργειών σε συνάρτηση με το χρόνο, προσαρμογή στη εξίσωση y=yo.edX, όπου y 
η οπτική πυκνότητα σε μια δεδομένη χρονική στιγμή, yo η οπτική πυκνότητα της 
αρχικής καλλιέργειας και x ο χρόνος, και τέλος υπολογισμός των χρόνων 
διπλασιασμού με τη βοήθεια του λογισμικού στατιστικής επεξεργασίας SigmaPlot 
(Πίν. XVI).
(Α>
m iim im 
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(B)
8
zsr
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Εικόνα. 59: Ανάλωση της ταχύτητας πολλαπλασιασμού στελχχών S. cerevisiae που εκφράζουν είτε τη 
χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD, είτε την αγρίου τύπου MetRS ,είτε μόνο την καταλυτική επικράτεια της 
MetRS (ΜΚ) σε σύντηξη τους με τον επίτοπο PtA ή GFP, και παρουσία (Α) ή απουσία (Β) της Arclp. Τα 
γραφήματα αναπαριστούν τη μεταβολή της οπτικής πυκνότητας καλλιεργειών των παραπάνω στελωχών σε 
συνάρτηση με το χρόνο.
Ανάλυση των χρόνων διπλασιασμού των στελεχών που εκφράζουν τις
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πρωτεΐνες σε σύντηξη με τον επίτοπο ΡΐΑ παρουσία της Arclp, έδειξε ότι η 
προσφορά της TRBD στην καταλυτική επικράτεια της MetRS in cis (που προέρχεται 
από την ίδια πολυπεπτιδική αλυσίδα), όπως συμβαίνει στο στέλεχος που εκφράζει τη 
χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD, αναπληρώνει πλήρως την προσφορά της in trans 
(που προέρχεται από ένα διαφορετικό πολυπεπτίδιο), όπως συμβαίνει στο στέλεχος 
που εκφράζει την MetRS (χρόνος διπλασιασμού 84±3 min και 83±3 min αντίστοιχα). 
Επιπλέον, η προσφορά της TRBD σε κάθε περίπτωση διευκολύνει την ανάπτυξη των 
κυττάρων ζυμομύκητα, καθώς το στέλεχος που εκφράζει μόνο την καταλυτική 
επικράτεια της MetRS αναπτύσσεται βραδύτερα (χρόνος διπλασιασμού 98±10 min). 
Επίσης, μπορούμε να υποθέσουμε ότι η λειτουργία της μη καταλυτικής Ν-τελικής 
επικράτειας της MetRS αφορά αποκλειστικά τη σύνδεση της με την Arclp, έτσι ώστε 
η TRBD της Arclp να έρθει κοντά στην καταλυτική επικράτεια της MetRS. Απώλεια 
της Ν-τελικής επικράτειας και κατά συνέπεια της σύνδεσης με την Arclp επιβραδύνει 
την ανάπτυξη των κυττάρων (προφανώς εξαιτίας μείωσης της απόδοσης της 
αντίδρασης αμινοακυλίωσης). Η σύνδεση αυτή αντισταθμίζεται από την απευθείας 
ένωση της TRBD με την ΜΚ.
Πίνακας XVI: Συγκεντρωτικός πίνακας χρόνων διπλασιασμού στελεχών ζυμομύκητα που εκφράζουν τις 
πρωτεΐνες MetRS, ΜΚ, και ΜΚ-TRBD, σε σύντηξη με τον επίτοπο ΡΐΑ ή GFP, και παρουσία (ARC1) ή 
απουσία (arcV) Arclp.Σε παρένθεση παραβάλλεται ο αριθμός των επαναλήψεων.
Χρόνος διπλασιασμού (min)
Στέλεχος ARC1 arcΓ
Πρωτεΐνη PtA (n=3)' GFP (n=3)
PtA (n=3) GFP (n=2)
MetRS 83 ±3 82 ±3 147 ±3 142 ±9
ΜΚ 98 ±10 104 ±1 149 ±5 148 ±6
MK-TRBD 84 ±3 91 ±3 117 ±8 110 ±3
Σε στελέχη από τα οποία απουσιάζει η Arclp, και ως εκ τούτου παρουσιάζουν 
βραδύτερο ρυθμό ανάπτυξης από το αγρίου τύπου στέλεχος ζυμομύκητα, έκφραση 
της χιμαιρικής πρωτεΐνης ΜΚ-TRBD βελτιώνει την ταχύτητα πολλαπλασιασμού 
(χρόνος διπλασιασμού 117±8 min) σε σχέση με τα στελέχη που εκφράζουν την 
αγρίου τύπου MetRS ή μόνο την καταλυτική της επικράτεια (χρόνος διπλασιασμού 
147±3 min και 149±5 min αντίστοιχα). Επίσης, οι χρόνοι διπλασιασμού των 
τελευταίων στελεχών κατά την απουσία της Arclp έχουν πρακτικά εξισωθεί,
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επιβεβαιώνοντας ότι ο μοναδικός ρόλος της Ν-τελικής επικράτειας της MetRS είναι η 
προσάρτηση της συνθετάσης στο σύμπλοκο με την Arclp.
Ανάλογα αποτελέσματα προέκυψαν και από την ανάλυση των χρόνων 
διπλασιασμού των στελεχών που εκφράζουν τις παραπάνω πρωτεΐνες σε σύντηξη με 
τον επίτοπο GFP (πίνακας XVI), ωστόσο τα συγκεκριμένα στελέχη αναπτύσσονται 
αρκετά βραδύτερα.
3.3.1.4. Απομόνωση της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD από κύτταρα S. 
cerevisiae
Ο θεμελιώδης ρόλος μιας συνθετάσης του αμινοακυλο-tRNA στο κύτταρο 
είναι η αμινοακυλίωση του ομότυπου tRNA για τη χρήση του στη διαδικασία της 
πρωτεϊνοσύνθεσης. Η παραπάνω ανάλυση της ταχύτητας διπλασιασμού διαφόρων 
στελεχών S. cerevisiae έδειξε ότι η in cis προσφορά της TRBD στην ΜΚ προσφέρει 
κάποιου είδους πλεονέκτημα στην ανάπτυξη των κυττάρων. Για να διερευνηθεί κατά 
πόσο αυτό το πλεονέκτημα οφείλεται στη βελτίωση της καταλυτικής απόδοσης της 
συνθετάσης, οργανώθηκαν πειράματα αμινοακυλίωσης in vitro, χρησιμοποιώντας 
τόσο την ΜΚ-TRBD, όσο και την αγρίου τύπου MetRS καθώς και την καταλυτική 
της επικράτεια ΜΚ.
Για το λόγο αυτό οι παραπάνω πρωτεΐνες εκφράστηκαν και απομονώθηκαν 
από κύτταρα S. cerevisiae. Για την απομόνωση των παραπάνω πρωτεϊνών 
χρησιμοποιήθηκαν οι πλασμιδιακοί φορείς pEMBLyex-Hiss- Οι ανασυνδυασμένες 
His-MetRS, His-MK και His-MK-TRBD υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα ζυμομύκητα 
και απομονώθηκαν ακολουθώντας τη διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω για τις 
αγρίου τύπου συνθετάσες (Εικ. 60).
3.3.1.5. Επίδραση της TRBD στην καταλυτική δράση της ΜΚ
Για τη διερεύνηση της επίδρασης της TRBD στην καταλυτική δράση της 
MetRS όταν προσφέρεται στην καταλυτική της επικράτεια (ΜΚ) in cis, 
πραγματοποιήθηκαν πειράματα αμινοακυλίωσης, χρησιμοποιώντας ως πηγή 
ενζυμικής δράσης τη χιμαιρική πρωτεΐνη ΜΚ-TRBD, ή ισομοριακές ποσότητες της 
καταλυτικής επικράτειας της MetRS (ΜΚ) ή της αγρίου τύπου MetRS. Πιο 
συγκεκριμένα, 2, 5 και 10 ηΜ ενζύμου επωάστηκαν με συνολικό tRNA S. cerevisiae 
και ραδιενεργά σημασμένη μεθειονίνη και μετρήθηκε η ενσωμάτωση της 
ραδιενεργού μεθειονίνης στο tRNAMa σε συνάρτηση με το χρόνο. Όπως φαίνεται και
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Εικόνα 60: Απομόνωση της καταλυτικής επικράτειας την MetRS (ΜΚ) και της χιμαιρικής πρωτεΐνης 
MK-TRBD από κύτταρα S. cerevisiae. (Α) Κύτταρα S. cerevisiae που περιείχαν το πλασμίδιο 
pEMBLyex-Hisx-MK (Α) ή pEMBLyex-HiSfrMK-TRBD (Β) επωάστηκαν παρουσία γαλακτόζης και από 
τα αντίστοιχα κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν οι πρωτεΐνες His-MK και His-MK-TRBD. Το 
ομογενοποίημα (διαδρ. 1,6), το ίζημα (διαδρ. 2,7) και το διαλυτό κλάσμα (διαδρ. 3,8) των κυτταρικών 
εκχυλισμάτων, καθώς και το αδέσμευτο κλάσμα (διαδρ. 4,9) και το έκλουσμα της στήλης Νί-ΝΤΑ- 
Sepharose (διαδρ. 5,10) αναλύθηκαν με SDS-PAGE και βαφή με Coomassie. (Β) Στη συνέχεια το 
έκλουσμα της στήλης Ni-NTA-Sepharose που περιείχε την χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD διαβιβάστηκε 
σε στήλη κατιυντοανταλλ,αγής HiTrap Sp και τα κλάσματα που συλλέχθηκαν αναλύθηκαν με SDS-RAGE 
και βαφή με Coomassie. Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
στην Εικ. 61Α-Γ, η προσθήκη χης TRBD στην ΜΚ αυξάνει την καταλυτική 
δραστικότητα της 3-5 φορές, σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις του ενζύμου. 
Επιπρόσθετα, η χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD εμφανίζει ελαφρά μεγαλύτερη 
δραστικότητα και από την αγρίου τύπου MetRS σε συγκέντρωση 2 ηΜ (Εικ. 6ΙΑ).
Στη συνέχεια, για να εξεταστεί αν η διέγερση της καταλυτικής δραστικότητας 
είναι αποτέλεσμα της παρουσίας της TRBD στο εγγύς περιβάλλον της καταλυτικής 
επικράτειας της MetRS, είτε προσφέρεται in cis είτε in trans, μετρήθηκε η δράση των 
τριών διαφορετικών ενζύμων παρουσία ή απουσία της Arclp. Στην περίπτωση αυτή.
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Εικόνα 61: H TRBD αυξάνει την καταλ.υτική της απόδοση της MetRS ανεξάρτητα είτε προσφέρεται in cis 
είτε in trans. Καμπύλη ενσωμάτωσης ραδιενεργού μεθειονίνης (CPM, Courtis Per Minute) σε συνάρτηση 
με το χρόνο κατά την επώαση συνολικού iRNA S. cerevisiae, με 2nM His-MetRS, His-MK και His-MK- 
TRBD (A), με 5nM His-MK και His-MK-TRBD (B) και με lOnM His-MK και His-MK-TRBD (Γ), καθώς 
και με 5nM His-MetRS (A), με lOnM His-MK (E) και με 5nM His-MK-TRBD (Z), παρουσία ή απουσία 
Arclp. Κάθε σημείο αποτείνει το μέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραμάτων.
μόνο η αγρίου τύπου MetRS, που εμφανίζει ικανότητα αλληλεπίδρασης με την Arclp 
και διατηρεί την TRBD πλησίον της καταλυτικής της επικράτειας, βελτίωσε την 
καταλυτική της δραστικότητα περίπου δύο φορές (Εικ. 61 Δ). Αντίθετα, τόσο η ΜΚ 
όσο και η χιμαιρική πρωτεΐνη ΜΚ-TRBD, που δεν διαθέτουν ικανότητα φυσικής
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αλληλεπίδρασης με την Arclp, δεν απέκτησαν κανένα καταλυτικό πλεονέκτημα από 
την παρουσία της (Εικ. 61Ε,Ζ).
3.3.1.6. Υποκυτταρική κατανομή της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η υποκυτταρική κατανομή της MetRS 
ρυθμίζεται από τη δημιουργία συμπλόκου με την Arclp. Έτσι, η αγρίου τύπου MetRS 
εντοπίζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα, ενώ η ΜΚ, που δεν διαθέτει 
ικανότητα φυσικής αλληλεπίδρασης με την Arclp, εντοπίζεται και στο εσωτερικό του 
πυρήνα (Simos et al., 1996; Galani et al., 2001). Επίσης έχει βρεθεί ότι στο εσωτερικό 
του πυρήνα εντοπίζεται και η επικράτεια TRBD, μετά την απαλοιφή της Ν-τελικής 
επικράτειας της Arclp (Galani et al., 2001).
Εικόνα. 62: Αιερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής της χιμαιρικής πρωτεΐνης ΜΚ-TRBD με 
συνεστιακή μικροσκοπία σάρωσης laser, σε στελέχη S. cerevisiae mesV και arcl'mesV . Σε κάθε 
περίπτωση η κεψαλ.ή του βέλους υποδεικνύει τη θέση του πυρήνα.
Για τη διερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής της χιμαιρικής πρωτεΐνης 
ΜΚ-TRBD, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός των στελεχών S. cerevisiae mesl' 
και arcl'mesl' με πλασμιδιακούς φορείς που επιτρέπουν την έκφραση της χιμαιρικής 
πρωτεΐνης ΜΚ-TRBD, της αγρίου τύπου MetRS και της καταλυτικής της επικράτειας 
ΜΚ.. σε σύντηξη με τον επίτοπο GFP, και στη συνέχεια παρατήρηση των κυττάρων 
του S. cerevisiae με Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser. Η ανάλυση αυτή 
έδειξε κατ' αρχήν ότι η αγρίου τύπου GFP-MetRS εντοπίζεται αποκλειστικά στο
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κυτταρόπλασμα, κάτι το οποίο είναι σε συμφωνία με παλαιότερη μελέτη (Galani et 
al., 2001). Αντίθετα, τόσο η αγρίου τύπου GFP-MetRS απουσία της Arclp, όσο και η 
καταλυτική επικράτεια GFP-MK μπορούν να εντοπίζονται και στο εσωτερικό του 
πυρήνα, υποδεικνύοντας ότι η σύνδεση με την Arclp οδηγεί σε αποκλεισμό της 
MetRS από τον πυρήνα, επιβεβαιώνοντας τα παλαιότερα δεδομένα (Galani et al., 
2001). Τέλος, βρέθηκε ότι η χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD εντοπίζεται 
αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα, ακόμη και σε ένα στέλεχος S. cerevisiae χωρίς 
την Arclp (Εικ. 62). Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι η MK-TRBD μιμείται το 
σύμπλοκο Arclp/MetRS όσον αφορά τον υποκυτταρικό εντοπισμό, και κατά 
συνέπεια η επικράτεια TRBD της Arclp είναι υπεύθυνη για τον αποκλεισμό της 
MetRS από τον πυρήνα.
3.3.2. Μελέτη της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD
3.3.2.1. Κατασκευή της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD
Για την κατασκευή της χιμαιρικής πρωτεΐνης που αποτελείται από την 
καταλυτική επικράτεια της GluRS και την TRBD, αρχικά απαλείφθηκαν οι Ν-τελικές 
επικράτειες τόσο της Arclp όσο και της GluRS. Στη συνέχεια η TRBD συνδέθηκε 
στο C-τελικό άκρο της καταλυτικής επικράτειας της GluRS (η οποία στο εξής θα 
ονομάζεται ΕΚ), δημιουργώντας τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD (Εικ. 63). Τέλος,
220
Καταλυτική επικράτεια GluRS (ΕΚ)
Καταλυτική επικράτεια GluRS (ΕΚ)
GluRS
GluRS-AN(A9-191)
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TRBD Arclp
TRBD
Καταλυτική επικράτεια GluRS (ΕΚ) TRBD EK-TRBD
Εικόνα 63: Σχηματική αναπαράσταση της κατασκευής της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD
η χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD υποκλωνοποιήθηκε σε διάφορα πλασμίδια με 
αποτέλεσμα την κατασκευή ανασυνδυασμένων μορφών της με τους εξής 
διαφορετικούς επιτόπους: PtA για μελέτη της έκφρασης και λειτουργικότητας της σε 
κύτταρα S. cerevisiae, GFP για μελέτη της υποκυτταρικής κατανομής της χιμαιρικής
162
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
πρωτεΐνης, και His με ή χωρίς θέση πρωτεόλυσης για την πρωτεάση TEV, για 
υπερέκφραση και απομόνωσή της από κύτταρα S. cerevisiae ή Ε. coli αντίστοιχα.
Κατασκευή χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD: Για την αφαίρεση του 
κωδικονίου τερματισμού από την καταλυτική επικράτεια της GluRS το τμήμα 
GluRS-AN3(A9-191) ενισχύθηκε με PCR από το πλασμίδιο pRS315-P;NOPl-PtA- 
GluRS-AN3(A9-191). Με τον τρόπο αυτό προστέθηκε στο 5’ άκρο του η θέση 
περιορισμού BamHI, ενώ αφαιρέθηκε από το 3’ άκρο του το κωδικόνιο τερματισμού 
και προστέθηκε η θέση περιορισμού Xhol. Ακολούθησε πέψη του ενισχυμένου 
τμήματος με Xhol και υποκλωνοποίηση στον φορέα pBluescript SK+ που είχε 
προηγουμένως υποστεί πέψη με Xhol. Ακολούθησε αφαίρεση του τμήματος της 
αλληλουχίας DNA του πλασμιδίου που περιέχει τον προαγωγέα ΡνΟΡΓ καθώς και 
κωδικοποιεί για τον επίτοπο ΡίΑ και τα αμινοξικά κατάλοιπα 1 -8 της GluRS από τον 
φορέα pRS315-PNOPl-Ph\-GluRS-AN3(A9-191) μετά από πέψη με Sacl/Xhol και 
υποκλωνοποίηση του στο φορέα pRS315-ARCl-AN(A7-122), που είχε 
προηγουμένως υποστεί πέψη με Sacl/Xhol, προς κατασκευή του πλασμιδίου pRS315- 
pNOPl"Pt^--GluRS(l-8)-ARCl-AN(A7-122). Τέλος το τμήμα της αλληλουχίας του
Πίνακας XVII: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-
TRBD.
Όνομα Αλληλουχία
GluRS-BamHI-for TTTTTGGATCCATGACGAAACTATTTTCAAAGG
EK-XhoI-REV TTTTTCTCGAGTTTCTTTGCACCATACTTGTTG
DNA που κωδικοποιεί για την GluRS-AN(Al-191) αφαιρέθηκε από τον φορέα 
pBluescript(SK+)-GluRS-AN(Al-191) μετά από πέψη με Xhol και 
υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pRS315-P|vjQp]-PtA-GluRS(l-8)-ARCl-AN(A7- 
122) που είχε υποστεί πέψη με Xhol, προς κατασκευή του πλασμιδίου pRS315- 
PNOpi-PtA-EK-TRBD. Ακολούθησε αφαίρεση του αναγνωστικού πλαισίου της EK-
TRBD από τον φορέα pRS315-PNQPi-PtA-EK-TRBD μετά από πέψη με PstI και 
υποκλωνοποίηση του στους φορείς pRS315-P]\[OPi-GFP και pEMBLyex4-Hiss που
είχαν υποστεί πέψη με PstI. Τέλος, για την κατασκευή του φορέα pETmCN-His6- 
TEV-EK-TRBD, το τμήμα της αλληλουχίας που κωδικοποιεί για την Αιτ1ρ-ΔΝ(Δ1- 
122) αφαιρέθηκε από τον φορέα pRS315-ARClAN(A7-122) μετά από πέψη με Xhol,
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και υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pETmCN-His6-TEV που είχε υποστεί πέψη με 
Xhol, για την κατασκευή του πλασμιδίου pETmCN-His6-TEV-TRBD. Ακολούθησε 
αφαίρεση του τμήματος GluRS-AN(Al-191) τον φορέα pBluescriptSK(+)-GluRS- 
ΔΝ(Δ1-191) μετά από πέψη με Xhol/Xhol και υποκλωνοποίηση στον φορέα 
pETmCN-His6-TEV-TRBD που είχε υποστεί πέψη με Xhol με αποτέλεσμα την 
κατασκευή του φορέα pETmCN-Eiis6-TEV-EK-TRBD.
Πίνακας XVIII: Φορείς που επιτρέπουν την έκφραση της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD σε κύτταρα S. 
cerevisiae και Ε. coli.
Όνομα
pRS315-ΡΝΟρΐ -PtA-EK-TRBD 
pRS315-PNOPl-GFP- EK-TRBD 
pEMBLyex4-Hisg-EK-TRBD 
pETmCN-His6-TEV-EK-TRBD
3.3.2.2. Έκφραση και λειτουργικότητα της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD
Για τη διερεύνηση της λειτουργικότητας της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD, 
τα στελέχη gusY pURA3-GUSl και gusYarcY pURA3-GUSl μετασχηματίστηκαν 
από τα πλασμίδια που εκφράζουν τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD, την αγρίου 
τύπου GluRS και την καταλυτική της επικράτεια ΕΚ, σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA 
ή GFP και ακολούθησε η ανάλυση που περιγράφηκε για τη χιμαιρική πρωτεΐνη ΜΚ- 
TRBD. Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι η χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD είναι 
λειτουργική και μπορεί να αναπληρώσει τη δράση της συνθετάσης GluRS (Εικ. 64Α 
και Γ). Το ίδιο παρατηρήθηκε και για την ΕΚ (Εικ. 64Α και Γ). Επιπλέον βρέθηκε ότι 
τόσο η χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD, όσο και η αγρίου τύπου GluRS και η 
καταλυτική της επικράτεια ΕΚ εκφράζονται και είναι σταθερές (Εικ. 64Β και Δ).
3.3.2.3. Επίδραση της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD στο ρυθμό ανάπτυξης 
κυττάρων S. cerevisiae
Για την ποσοτικοποίηση του πλεονεκτήματος που είναι δυνατό να προσφέρει 
η επικράτεια TRBD της Arclp στην καταλυτική επικράτεια της GluRS in vivo, 
αναλύθηκε ο φαινότυπος της ταχύτητας πολλαπλασιασμού κυττάρων S. cerevisiae 
που εκφράζουν είτε την αγρίου τύπου GluRS, είτε μόνο την καταλυτική της
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PtA-EK
PtAEK-TR81>
gusl
OFP-OluRS GFP-EK
gusl awl*
Arrti-PtA
Antt-GFP
Εικόνα 64: Γενετική ανάλωση και έλαηχος έκφρασης της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD σε κύτταρα S. 
cerevisiae. Επιβίωση των στελεχών gusl'pURA3-GUSl (Α) και arcEgusV pURA3-GUSl (Γ) μετά από 
μετασχηματισμό τους από τα πλασμίδια που εκφράζουν τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD, την αγρίου 
τύπου GluRS και την κατα/.υτική της επικράτεια ΕΚ, σε σύντηξη με τον επίτοπο ΡίΑ ή GFP. Εφόσον 
αναπληρωθεί η δράση της GluRS, τα στε/λχη ζυμομύκητα μπορούν να χάσουν το πλασμίδιο pURA3- 
GUS1 και να επιβιώσουν μετά από επίστρωση σε Θρεπτικό μέσο που περιέχει FOA. Όπου (-) 
μεπασχηματισμός των στε/νεχών S. cerevisiae από πλασμιδιακό φορέα που εκφράζει μόνο τον επίτοπο 
ΡίΑ ή GFP. Εκχυλίσματα κυττάρων ζυμομύκητα των στελεχών gusl' (Β) και arcl'gusP (Δ) που 
εκφράζουν τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD (διαδρ. 1,4,7,10), την αγρίου τύπου MetRS (διαδρ. 2,5,8,11) 
ή μόνο την καταλ,υτική της επικράτεια (διαδρ. 3,6,9,12), σε σύντηξη με τον επίτοπο ΡίΑ ή GFP, 
αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωση, χρησιμοποιώντας αντίσωμα που αναγνωρίζει τον επίτοπο ΡίΑ ή GFP. 
Οι αριθμοί αριστερά αντιστοιχούν στους μάρτυρες μοριακών βαρών (σε kDa).
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επικράτεια ΕΚ είτε τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD, σε σύντηξη με τον επίτοπο ΡΐΑ 
ή GFP και παρουσία ή απουσία της Arclp. Για τον υπολογισμό των χρόνων 
διπλασιασμού, πραγματοποιήθηκε η πειραματική διαδικασία που περιγράφηκε 
παραπάνω για τη χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD. Αξίζει να σημειωθεί ότι η σύντηξη 
και των τριών πρωτεϊνών με τον επίτοπο PtA έδειξε να δυσχεραίνει την ανάπτυξη των 
στελεχών του ζυμομύκητα σε σύγκριση με τον επίτοπο GFP, χωρίς να αλλάζει όμως 
την ουσία των αποτελεσμάτων. Το αντίθετο είχε παρατηρηθεί κατά την αντίστοιχη 
μελέτη της MK-TRBD, χωρίς παρόλα αυτά να υπάρχουν τόσο έντονες διαφορές.
met ARCf
awr srer
Εικόνα 65: A νόύ.υση της ταχύτητας πο)1απλασιασμού στε/χχών S. cerevisiae που εκφράζουν είτε τη 
χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD, είτε την αγρίου τύπου GluRS ,είτε μόνο την καταϊωτική επικράτεια της 
GluRS (ΕΚ) σε σύντηξη τους με τον επίτοπο PtA ή GFP, παρουσία (Α) ή απουσία (Β) της Arclp. Τα 
γραφήματα αναπαριστούν τη μπαβο?.ή της οπτικής πυκνότητας κα)ζλιεργειών των παραπάνω στε)χχών σε 
συνάρτηση με το χρόνο.
Ανάλυση των χρόνων διπλασιασμού των στελεχών που εκφράζουν τις 
πρωτεΐνες σε σύντηξη με τον επίτοπο GFP (όπου οι διαφορές είναι πιο ξεκάθαρες), 
έδειξε ότι, παρουσία της Arclp, η in cis προσφορά της TRBD στην καταλυτική 
επικράτεια της GluRS (χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD) δεν αναπληρώνει την in trans
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προσφορά της (χρόνος διπλασιασμού 99±5 min και 87±1 min αντίστοιχα). Αντίθετα, 
το στέλεχος που εκφράζει τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD εμφανίζει τον ίδιο ρυθμό 
ανάπτυξης με το στέλεχος που εκφράζει ΕΚ (χρόνος διπλασιασμού 99±5 min και 
100±15 min αντίστοιχα). Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι η προσφορά της 
TRBD στην ΕΚ in cis δεν είναι αρκετή για να αναπληρώσει τη δράση του διμερούς 
συμπλόκου Arclp/GluRS, και υποδεικνέυει ότι οι Ν-τελικές επικράτειες των δύο 
πρωτεϊνών έχουν κάποιο επιπρόσθετο ρόλο.
Σε στελέχη από τα οποία απουσιάζει η Arclp, η έκφραση της χιμαιρικής 
πρωτεΐνης ΕΚ-TRBD βελτιώνει, αλλά όχι σε σημαντικό βαθμό, την ταχύτητα 
πολλαπλασιασμού (117±7 min), σε σχέση με την έκφραση της αγρίου τύπου GluRS ή 
της ΕΚ (121±6 min και 132±5 min αντίστοιχα). Τα παραπάνω επίσης υποδεικνύουν 
ότι η δημιουργία συμπλόκου με την Arclp δεν είναι ο μοναδικός ρόλος της Ν-τελικής 
επικράτειας της GluRS.
Ανάλογα συμπεράσματα μπορούν να προκύψουν και από την ανάλυση των 
χρόνων διπλασιασμού των στελεχών που εκφράζουν τις παραπάνω πρωτεΐνες σε 
σύντηξη με τον επίτοπο PtA (Πίν. XIX).
Πίνακας XIX: Συγκεντρωτικός πίνακας χρόνων διπλασιασμού στελεχών ζυμομύκητα που εκφράζουν τις 
πρωτεΐνες GluRS, ΕΚ, και ΕΚ-TRBD, σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA ή GFP, και παρουσία (ARCI) ή 
απουσία (arcP) Arclp. Σε παρένθεση παραβάλλεται ο αριθμός των επαναλήψεων.
Χρόνος διπλασιασμού
Στέλεχος ARCI arcΓ
Έκφραση PtA (n=3) GFP (n=3) PtA (n=3) GFP (n=3)
GluRS 117 ±3 87 ±1 137 ±5 121 ±6
ΕΚ 122 ±2 100 ±15 142 ±2 132 ±5
EK-TRBD 121 ±1 99 ±5 129 ±4 117 ±7
33.2.4. Υποκυτταρική κατανομή της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η δημιουργία συμπλόκου με την Arclp δεν 
φαίνεται να είναι ο μοναδικός παράγοντας που ρυθμίζει την υποκυτταρική κατανομή 
της GluRS (Galani et al., 2001), και πιθανότατα η ρύθμιση της είναι πιο περίπλοκη 
από αυτή της δεύτερης συνθετάσης του συμπλόκου. Επίσης έχει αναφερθεί ότι από 
τις δύο επικράτειες της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD μόνο η TRBD μπορεί να 
εντοπίζεται στο εσωτερικό του πυρήνα (Galani et al., 2001).
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Για τη διερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής της χιμαιρικής πρωτεΐνης 
EK-TRBD, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός των στελεχών S. cerevisiae gu.v 7’ 
και arcVgusl' με πλασμιδιακούς φορείς που εκφράζουν τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK- 
TRBD, την αγρίου τύπου GluRS και την καταλυτική της επικράτεια ΕΚ, σε σύντηξη 
με τον επίτοπο GFP, και στη συνέχεια παρατήρηση των κυττάρων του ζυμομύκητα 
με Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser.
Εικόνα 66: Διερεύνηση της υποκυτταρικής κατανομής της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD με 
συνεστιακή μικροσκοπία σάρωσης laser, σε στελέχη S. cerevisiae gusF και arcl'gusE. Σε κάθε 
περίπτωση η κεφαλή του βέλους υποδεικνύει τη Θέση του πυρήνα.
Η ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε ότι η αγρίου τύπου GFP-GluRS, 
παραμένει εκτός πυρήνα τόσο παρουσία όσο και απουσία της Arclp. Το ίδιο 
συμβαίνει και στην περίπτωση της καταλυτικής της επικράτειας ΕΚ, γεγονός που 
συμφωνεί με παλαιότερα δεδομένα (Galani et al., 2001). Τέλος, η προσθήκη της 
TRBD στην καταλυτική επικράτεια της ERS (EK-TRBD) δεν μεταβάλλει την 
υποκυτταρική της κατανομή, η οποία παραμένει αποκλειστικά κυτταροπλασματική 
(Εικ. 66). Συνοψίζοντας, η χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD μιμείται το διμερές 
σύμπλόκο Arclp/GluRS όσον αφορά την υποκυτταρική του κατανομή.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ
Προηγούμενη εκτεταμένη βιοχημική ανάλυση έχει δείξει ότι, η Ν-τελική 
επικράτεια της Arclp αλληλεπιδρά με τις μη καταλυτικές Ν-τελικές επικράτειες δύο 
συνθετασών με αποτέλεσμα το σχηματισμό του συμπλόκου του ζυμομύκητα (Galani 
et al., 2001). Επίσης, η C-τελική επικράτεια της Arclp (TRBD - tRNA Binding 
domain) έχει την ικανότητα να προσδένει μια ομάδα μορίων tRNA, ανάμεσα στα 
οποία και τα ομότυπα tRNA των συνθετασών του συμπλόκου. Έτσι, όταν η Arclp 
σχηματίζει σύμπλοκο με τις συνθετάσες έχει την ικανότητα να αυξάνει τη συγγένεια 
τους για τα ομότυπα tRNA (Simos et al., 1998; Deinert et al., 2001) και να ενισχύει 
την καταλυτική απόδοση των συνθετασών (Simos et al., 1998; Deinert et al., 2001). 
Επιπρόσθετα, μελέτη της υποκυτταρικής κατανομής των πρωτεϊνών του συμπλόκου 
έχει δείξει ότι η συμμετοχή τους στο σύμπλοκο επιβάλλει τον εντοπισμό τους 
αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα. Επίσης, έχει προταθεί ότι η Arclp εξέρχεται από 
τον πυρήνα διαμέσου της εξπορτίνης Χροίρ, και είναι πιθανό με τον τρόπο αυτό να 
συμμετέχει στην έξοδο του tRNA από τον πυρήνα (Galani et al., 2005). Η παραπάνω 
πρόταση υποστηρίζεται από το γεγονός ότι η Arclp αλληλεπιδρά γενετικά (σχέση 
σύνθετης θνητότητας) με την βασική εξπορτίνη tRNA του S. cerevisiae (Loslp, 
Simos et al., 1996). Συνοψίζοντας τα παραπάνω, στο σύμπλοκο αποδίδονται 
τουλάχιστο δύο βιολογικοί ρόλοι. Ο πρώτος σχετίζεται με τη βελτίωση της 
καταλυτικής απόδοσης των ενζύμων MetRS και GluRS, και ο δεύτερος με τη 
ρύθμιση της υποκυτταρικής τους κατανομής, η οποία μπορεί να σχετίζεται με τη 
συμμετοχή του συμπλόκου στην έξοδο του tRNA από τον πυρήνα.
Σκοπός της διδακτορικής διατριβής ήταν η λεπτομερής ανάλυση της 
οργάνωσης του συμπλόκου, χαρακτηρίζοντας ποσοτικά και μοριακά τις 
αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στην αμινοτελική επικράτεια της Arclp και αυτές των 
συνθετασών. Επιπλέον, διερευνήθηκε ο βιολογικός ρόλος της καρβοξυτελικής 
επικράτειας της Arclp TRBD, καθώς και των μη καταλυτικών Ν-τελικών 
επικρατειών των συνθετασών. Με τον τρόπο αυτό επιδιώχθηκε η αποσαφήνιση του 
πολλαπλού ρόλου της Arclp, στην οργάνωση και υποκυτταρική κατανομή του 
συμπλόκου, στην αντίδραση της αμινοακυλίωσης και τέλος στη διαδικασία εξόδου 
του tRNA από τον πυρήνα.
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4.1. Μοριακή ανάλυση του σχηματισμού του συμπλόκου 
Arc 1 ρ/Μ etRS/GluRS
Η έως τώρα ανάλυση του συμπλόκου της Arclp in vivo και in vitro, έχει 
επιτύχει τον ποιοτικό χαρακτηρισμό των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ανάμεσα 
στην Arclp και τις δύο συνθετάσες. Αρχικά είχε δειχθεί ότι, η παρουσία της Ν- 
τελικής επικράτειας της MetRS είναι αναγκαία για την αλληλεπίδραση της με την 
Arclp in vitro, ενώ δεν υπάρχει φυσική αλληλεπίδραση ανάμεσα στις συνθετάσες 
MetRS και GluRS, παρά μόνο με την Arclp (Simos et al., 1996). Στη συνέχεια είχε 
αποκαλυφθεί ότι η Ν-τελική επικράτεια της Arclp είναι αυτή που μεσολαβεί για την 
αλληλεπίδραση της με τις συνθετάσες MetRS και GluRS in vivo και in vitro (Simos 
et al., 1998; Deinert et al., 2001). To ίδιο ισχύει και για τις αμινοτελικές επικράτειες 
των 2 συνθετασών, που είναι υπεύθυνες για την δημιουργία συμπλόκου με την Arclp 
(Deinert et al., 2001). Τέλος, η προσπάθεια χαρτογράφησης των επικρατειών της 
Arclp που είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση με τις συνθετάσες in vivo είχε 
δείξει ότι στη Ν-τελική επικράτεια της Arclp υπάρχουν ανεξάρτητες αλλά 
αλληλεπικαλυπτόμενες περιοχές πρόσδεσης για τις δύο συνθετάσες, και ότι τα 
αμινοξικά κατάλοιπα 7-32 είναι απαραίτητα για την αλληλεπίδραση με την MetRS 
αλλά όχι και με την GluRS, (Galani et al., 2001).
Κατά την παρούσα μελέτη, για την περαιτέρω διερεύνηση των 
αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στην Arclp και τις συνθετάσες, αποφασίστηκε ο 
ποσοτικός χαρακτηρισμός τους in vitro, με τον προσδιορισμό των σταθερών 
διάστασης (Kd) των επιμέρους συμπλοκών. Οι πειραματικοί στόχοι περιλάμβαναν (α) 
τη σύγκριση της συγγένειας των συνθετασών MetRS και GluRS για την Arclp, (β) τη 
διερεύνηση της συμμετοχής των καταλυτικών επικρατειών των συνθετασών στην 
αλληλεπίδραση με την Arclp, και (γ) την εξέταση ενδεχόμενης συνεργατικότητας 
κατά την πρόσδεσή των δύο συνθετασών στην Arclp.
Για την πραγματοποίηση των παραπάνω στόχων, οι πρωτεΐνες του συμπλόκου 
έπρεπε να απομονωθούν σε καθαρή μορφή. Στην περίπτωση της Arclp επιλέχθηκε η 
υπερέκφραση και απομόνωση της από ένα ετερόλογο σύστημα, τα βακτήρια (Ε. coli). 
Αντίθετα, στις περιπτώσεις των συνθετασών MetRS και GluRS, για την απομόνωσή 
τους επιλέχθηκε ένα ομόλογο αλλά και ένα ετερόλογο σύστημα (κύτταρα ζύμης και 
βακτηρίων αντίστοιχα). Αξίζει να σημειωθεί ότι για τις συνθετάσες είχε αρχικά 
καθιερωθεί ένα πρωτόκολλο απομόνωσης από κύτταρα S. cerevisiae (Simos et al., 
1996; Deinert et al., 2001). Με τον τρόπο αυτό εξασφαλίζονταν η σωστή αναδίπλωση
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και οι απαραίτητες τροποποιήσεις της πολυπεπτιδικής τους αλυσίδας. Επίσης, η 
βιοχημική συμπεριφορά των ανασυνδυασμένων συνθετασών ομόλογης προέλευσης 
είχε χαρακτηριστεί επαρκώς, καθώς είχαν χρησιμοποιηθεί σε πληθώρα βιοχημικών 
μελετών, όπως η in vitro μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων με την 
ανασυνδυασμένη Arclp, η μελέτη της πρόσδεσης των ομότυπων tRNA, αλλά και ο 
προσδιορισμός της ενζυμικής τους δραστικότητας (Simos et al., 1996, 1998; Deinert 
et al., 2001). Στην παρούσα μελέτη ωστόσο, για την απομόνωση των συνθετασών 
δοκιμάστηκε επιπλέον και το ετερόλογο σύστημα των κυττάρων Ε. coli, 
χρησιμοποιώντας τις πλασμιδιακές κατασκευές και το πρωτόκολλο που είχε 
καθιερωθεί από τον Η. Simader στο εργαστήριο του D. Suck στο EMBL. Αφορμή για 
την χρήση του ετερόλογου συστήματος αποτέλεσε η επιλογή της Θερμιδομετρίας 
Ισοθερμικής Τιτλοδότησης για την μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, 
καθώς η συγκεκριμένη τεχνική απαιτεί μεγάλες ποσότητες πρωτεΐνης. Η 
υπερέκφραση στο σύστημα των βακτηρίων αποδείχθηκε τεχνικά ευκολότερη: η 
απόδοση του συστήματος σε τελικό προϊόν είναι πολλαπλάσια, ενώ η λύση των 
κυττάρων για την παρασκευή κυτταρικών εκχυλισμάτων με μηχανικά μέσα είναι 
οικονομικότερη και ευκολότερη από την ενζυμική υδρόλυση του κυτταρικού 
τοιχώματος του ζυμομύκητα με τη χρήση ζυμολυάσης.
Ωστόσο, η βιολογική συμπεριφορά των συνθετασών ετερόλογης προέλευσης 
δεν ήταν γνωστή. Η έκφραση μιας ευκαρυωτικής πρωτεΐνης σε βακτήρια, την 
αποκλείει από συστήματα που είναι υπεύθυνα για την ωρίμανση της πολυπεπτιδικής 
της αλυσίδας, είτε πρόκειται για ένζυμα που καταλύουν μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις, είτε για πρωτεΐνες μοριακούς συνοδούς που διευκολύνουν την 
αναδίπλωσή της. Με τον τρόπο αυτό καθίσταται πιθανή η δημιουργία μη 
φυσιολογικών δομών. Για να αποκλειστεί αυτό το ενδεχόμενο οι συνθετάσες 
ελέγχθηκαν με φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού. Η φασματοσκοπία κυκλικού 
διχρωισμού μπορεί να ποσοτικοποιήσει τις επιμέρους δευτεροταγείς δομές μιας 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Πιο συγκεκριμένα, η οργάνωση της πολυπεπτιδικής 
αλυσίδας μιας πρωτεΐνης σε επιμέρους δευτεροταγείς δομές είναι θεμελιώδης για την 
αναδίπλωσή της στο χώρο, καθορίζοντας έτσι κατά πολύ την τριτοταγή της δομή. 
Ανάλυση των φασμάτων κυκλικού διχρωισμού των συνθετασών ομόλογης και 
ετερόλογης προέλευσης έδειξε ότι δεν υπήρχαν διαφορές, αποδεικνύοντας ότι οι 
πολυπεπτιδικές αλυσίδες του ήταν οργανωμένες κατά τον ίδιο τρόπο σε επιμέρους 
δευτεροταγείς δομές. Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω μπορούμε να εκτιμήσουμε
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ότι και η τριχοταγής δομή των συνθετασών ετερόλογης προέλευσης δεν διαφέρει 
σημαντικά από αυτή των συνθετασών ομόλογης προέλευσης.
Ανάλυση της ικανότητας αλληλεπίδρασης των συνθετασών MetRS και GluRS 
ετερόλογης προέλευσης με την Arclp, υποστήριξε με βιοχημικά δεδομένα τα 
παραπάνω συμπεράσματα της μελέτης της δευτεροταγούς τους δομής. Η ανάλυση 
περιλάμβανε την in vitro ανασύσταση συμπλοκών ανάμεσα στην Arclp και τις 
συνθετάσες και στη συνέχεια την απομόνωσή τους με χρωματογραφία μοριακής 
διήθησης. Το πρώτο συμπέρασμα αυτής της μελέτης είχε να κάνει με την ορθότητα 
της αναδίπλωσης και τη διαλυτότητα των συνθετασών που απομονώθηκαν από το 
ετερόλογο σύστημα. Πιο συγκεκριμένα, όταν οι συνθετάσες ομόλογης και 
ετερόλογης προέλευσης διαβιβάστηκαν από μόνες τους στη στήλη μοριακής 
διήθησης, εκλούστηκαν σε κλάσματα που αντιστοιχούν κατά προσέγγιση στο 
θεωρητικό μοριακό τους βάρος, αποκλείοντας την πιθανότητα συσσωμάτωσης λόγω 
ελαττωματικής αναδίπλωσης. Από τα παραπάνω προκύπτει ότι οι πληροφορίες που 
περιέχονται στην πρωτοταγή αλληλουχία των συνθετασών είναι αρκετές για να 
εξασφαλίσουν τη σωστή τριτοταγή τους δομή και στο ετερόλογο σύστημα, χωρίς να 
είναι κρίσιμες κάποιες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ή η αλληλεπίδρασή τους 
με πρωτεΐνες μοριακούς συνοδούς. Επίσης δείχθηκε ότι οι συνθετάσες που 
απομονώθηκαν από βακτήρια είναι εξίσου λειτουργικές, τουλάχιστον όσον αφορά 
την ικανότητα τους να σχηματίζουν σύμπλοκο με την Arclp in vitro, με τις 
συνθετάσες που απομονώθηκαν από κύτταρα S. cerevisiae. Κατά συνέπεια αυτές οι 
πρωτεΐνες μπορούσαν με ασφάλεια να χρησιμοποιηθούν για τον ποσοτικό 
χαρακτηρισμό των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του συμπλόκου in vitro, 
χρησιμοποιώντας τις τεχνικές της Θερμιδομετρίας Ισοθερμικής Τιτλοδότησης και της 
Μεθόδου Συντονισμού Πλασμονίων Επιφάνειας στο σύστημα Biacore.
Η Θερμιδομετρία Ισοθερμικής Τιτλοδότησης επιτρέπει τον ποσοτικό 
χαρακτηρισμό της αλληλεπίδρασης ανάμεσα σε δύο βιομόρια, δίνοντας πληροφορίες 
για τη σταθερά διάστασης του συμπλόκου που σχηματίζουν, τη στοιχειομετρία της 
αντίδρασης σχηματισμού συμπλόκου, καθώς και τις θερμοδυναμικές της 
παραμέτρους. Η χρήση της συγκεκριμένης τεχνικής για τη μελέτη των πρωτεϊνικών 
αλληλοεπιδράσεων του συμπλόκου ήταν αποτελεσματική μόνο για το επιμέρους 
σύμπλοκο της Arclp με την GluRS. Συγκεκριμένα, η ανάλυση αποκάλυψε ότι η 
Arclp διαθέτει μια θέση πρόσδεσης για την συνθετάση GluRS, αλληλεπιδρώντας 
μαζί της με στοιχειομετρία 1:1, ενώ η σταθερά διάστασης του συμπλόκου που
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σχηματίζουν (Kd) υπολογίστηκε σε 27 nM. Μελέτη της αλληλεπίδρασης της Arclp 
με την MetRS ωστόσο, δεν έδωσε επαναλήψιμα αποτελέσματα. Μια πιθανή εξήγηση 
είναι ότι η συγγένεια της Arclp για τη MetRS είναι μικρότερη σε σύγκριση με αυτή 
για την GluRS, και δεν είναι δυνατός ο προσδιορισμός της με τη συγκεκριμένη 
μέθοδο. Σε συμφωνία με αυτή την υπόθεση, το σύμπλοκο της Arclp που 
σχηματίζεται in vivo με την MetRS, διασπάται σε συγκέντρωση 1Μ MgCb, ενώ 
αντίθετα η αλληλεπίδραση με την GluRS διατηρείται μέχρι συγκέντρωσης 4 Μ 
MgCl2 (Simos et al., 1996). To γεγονός ότι η Arclp αλληλεπιδρά ισχυρότερα με την 
GluRS αποδείχτηκε αργότερα και κατά τη μελέτη τους με τη μέθοδο Συντονισμού 
Πλασμονίων Επιφάνειας. Συνοψίζοντας, η ανάλυση με τη μέθοδο της θερμιδομετρίας 
ισοθερμικής τιτλοδότησης, δεν απέδωσε αρκετές πληροφορίες για τη λεπτομερή 
περιγραφή του μηχανισμού των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του συμπλόκου, 
επιβάλλοντας την μελέτη τους με κάποια άλλη τεχνική.
Για την ολοκλήρωση της μελέτης των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του 
συμπλόκου επιλέχθηκε η μέθοδος Συντονισμού Πλασμονίων Επιφάνειας στο 
σύστημα Biacore. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η τεχνική αυτή είχε χρησιμοποιηθεί 
με επιτυχία για τη μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στα 
συστατικά του πολυενζυμικού συμπλόκου των συνθετασών των ανώτερων 
ευκαρυωτών (Robinson et al., 2000). Πιο συγκεκριμένα, η μελέτη του συμπλόκου 
των μεταζώων με τη συγκεκριμένη τεχνική έδωσε ποσοτικές πληροφορίες για τις 
επιμέρους αλληλεπιδράσεις των συστατικών του συμπλόκου, καθώς και πρότεινε 
πιθανούς μηχανισμούς για την αλληλουχία των γεγονότων συναρμολόγησης του 
συμπλόκου.
Όσον αφορά το σύμπλοκο του S. cerevisiae, από την παρούσα μελέτη 
προέκυψαν τα εξής συμπεράσματα:
(i) Η Arclp αλληλεπιδρά περίπου τρεις φορές ισχυρότερα με την GluRS από ότι 
με την MetRS (Kd: 53 και 168 nM αντίστοιχα).
(ϋ) Οι αμινοτελικές επικράτειες των συνθετασών έχουν μεγαλύτερη συγγένεια για 
την Arclp σε σύγκριση με τις πλήρους μεγέθους συνθετάσες, προτείνοντας 
ότι οι καταλυτικές επικράτειες των συνθετασών όχι μόνο δεν συνεισφέρουν 
στην αλληλεπίδραση αλλά ίσως και να την εμποδίζουν.
(iii) Η απαλοιφή των αμινοξικών καταλοίπων 7-32 της Arclp, καταργεί την 
αλληλεπίδραση με την MetRS, ενώ μειώνει τη συγγένεια για την GluRS 
περίπου 7 φορές (Kd: 345 nM). Κατά συνέπεια είναι πιθανό ότι η περιοχή
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αυτή της αμινοτελικής επικράτειας της Arclp περιέχει ένα τμήμα ή και 
ολόκληρη την θέση πρόσδεσης της συνθετάσης MetRS. Το γεγονός αυτό 
επιβεβαιώθηκε από τη λύση της κρυσταλλικής δομής των συμπλοκών 
ανάμεσα στην Ν-τελική επικράτεια της Arclp και τις αντίστοιχες των 
συνθετασών (Simader et al., 2006). Σύμφωνα με το μοντέλο της κρυσταλλικής 
δομής, τα αμινοξέα 7-32 περιλαμβάνουν σημαντικό μέρος της επιφάνειας 
αλληλεπίδρασης της Arclp με την MetRS. Επιπλέον, η εξασθένιση της 
συγγένειας για τη δεύτερη συνθετάση GluRS, θα μπορούσε να αποδοθεί στην 
προβληματική αναδίπλωση της υπολειμματικής Ν-τελικής επικράτειας της 
Arclp.
(iv) Όταν η Arclp βρίσκεται σε σύμπλοκο με τη συνθετάση GluRS ή την Ν- 
τελική της επικράτεια, τότε η συγγένεια της για τη συνθετάση MetRS 
μειώνεται ή παραμένει στα ίδια επίπεδα. Δηλαδή, η πρόσδεση της πρώτης 
συνθετάσης στην Arclp δεν φαίνεται να διευκολύνει αλλά ούτε και να 
εμποδίζει σημαντικά την πρόσδεση της δεύτερης, και συνεπάγεται ότι η 
αλληλεπίδρασή των συνθετασών με την Arclp προς σχηματισμό συμπλόκου 
είναι ανεξάρτητη.
Σχετικά με τα τελευταία συμπεράσματα, θα πρέπει να ληφθούν σοβαρά 
υπόψη οι τεχνικές αδυναμίες της μεθόδου που χρησιμοποιήθηκε. Έτσι, η 
ακινητοποίηση του ενός από τα αλληλεπιδρώντα μόρια (Arclp) σε μια επίπεδη 
επιφάνεια, περιορίζει την προσέγγιση στις θέσεις πρόσδεσης μόνο από μία διάσταση. 
Αυτό προκαλεί συνωστισμό των αλληλεπιδρώντων μορίων σε σύγκριση με το χώρο 
που θα είχαν αν η αλληλεπίδραση γινόταν σε διάλυμα, και πιθανόν μειώνει την 
φαινομενική τους συγγένεια (αυξάνοντας την Kd). Με τον τρόπο αυτό ερμηνεύεται 
και το ότι η συγγένεια της Arclp για την GluRS όπως υπολογίστηκε στο σύστημα 
Biacore (Kd: 53 nM) είναι μικρότερη από αυτή που υπολογίστηκε με την 
Θερμιδομετρία Ισοθερμικής Τιτλοδότησης (Kd: 27 nM). Επιπλέον, η δημιουργία 
συμπλόκου με περισσότερα του ενός μόρια επιτείνει το μοριακό συνωστισμό, και 
θεωρητικά η πρόσδεση του πρώτου μορίου παρεμποδίζει στερεοχημικά την πρόσδεση 
του δεύτερου. Το γεγονός αυτό θα μπορούσε να εξηγήσει γιατί η πρόσδεση της 
πρώτης συνθετάσης στην Arclp δεν διευκολύνει την πρόσδεση της δεύτερης, έτσι 
όπως υπολογίστηκε με τη συγκεκριμένη τεχνική. Επίσης, μια τέτοια ερμηνεία είναι 
συμβατή με το γεγονός ότι, ενώ η αλληλεπίδραση της Arclp με την Ν-τελική 
επικράτεια της GluRS δείχνει να αυξάνει ελαφρά τη συγγένεια για την MetRS (Kd:
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127 αντί για 168 ηΜ), το προσχηματισμένο σύμπλοκο με την πλήρους μεγέθους 
GluRS εμφανίζει μειωμένη συγγένεια για την MetRS (Kd: 315 αντί για 168 ηΜ). Σε 
συμφωνία με τα παραπάνω, η δημιουργία σημειακών μεταλλάξεων που καταργούν 
την αλληλεπίδραση με την GluRS (θρεονίνη 55 προς αργινίνη και τυροσίνη 104 προς 
αλανίνη) φαίνεται ότι εξασθενεί την αλληλεπίδραση με τη δεύτερη συνθετάση MetRS 
(βλέπε παρακάτω). Αξίζει να σημειωθεί ότι, κατά την in vitro ανασύσταση του 
πολυενζυμικού συμπλόκου των ανώτερων ευκαρυωτών, διαδοχική πρόσδεση 
κάποιων υπομονάδων του συμπλόκου διευκολύνει την πρόσδεση των επόμενων, 
αυξάνοντας τη συγγένεια προς αυτές, και η αλληλεπίδραση ορισμένων πρωτεϊνών 
κατά τη συναρμολόγηση του συμπλόκου εμφανίζει συνεργατικότητα (Robinson et al., 
2000). Ωστόσο, προσεκτικότερη ανάγνωση των αποτελεσμάτων από τη μελέτη στο 
σύμπλοκο των μεταζώων οδηγεί στο συμπέρασμα ότι κάτι τέτοιο ισχύει για 
ορισμένες πρωτεΐνες που εντοπίζονται στην περιφέρεια του εν λόγω συμπλόκου. 
Επιπρόσθετα, η ενίσχυση της αλληλεπίδρασης ανάμεσα σε δύο υπομονάδες του 
συμπλόκου σε αυτές τις περιπτώσεις οφείλεται περισσότερο στην ταυτόχρονη 
αλληλεπίδραση τους με μια τρίτη υπομονάδα. Δηλαδή η διευκόλυνση της 
αλληλεπίδρασης πιθανότατα οφείλεται στο γεγονός ότι η τρίτη υπομονάδα λειτουργεί 
ως γέφυρα αυξάνοντας αθροιστικά τη συγγένεια ανάμεσα τους, παρά επάγει αλλαγές 
στη διαμόρφωση που ευνοούν τη δημιουργία συμπλόκου μεταξύ τους. Εκτός των 
άλλων, οι πρωτεΐνες που αποτελούν τον πυρήνα του συμπλόκου δεν έχει βρεθεί ότι 
αλληλεπιδρούν συνεργατικά. Συνοψίζοντας τα παραπάνω, μπορούμε να υποθέσουμε 
ότι το σύμπλοκο του ζυμομύκητα αποτελεί μια πρόδρομη μορφή του συμπλόκου των 
μεταζώων και με βάση αυτό η εξέλιξη οδήγησε στην οργάνωση του πολυπλοκότερου 
συμπλόκου των μεταζώων.
Η λύση της κρυσταλλικής δομής δύο διμερών συμπλοκών, ανάμεσα στη Ν- 
τελική επικράτεια της Arclp και τη Ν-τελική επικράτεια της MetRS ή της GluRS, 
επέτρεψε τη δημιουργία ενός μοντέλου για την οργάνωση του τριμερούς συμπλόκου 
της Arclp στο ζυμομύκητα (Simader et al., 2006). Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, και 
οι τρεις αμινοτελικές επικράτειες που συμμετέχουν στη δημιουργία του συμπλόκου, 
υιοθετούν μια αναδίπλωση τύπου GST (Glutathione S-transferase), η οποία 
παρατηρείται σε πολλές από τις πρωτεΐνες που συμμετέχουν στα σύμπλοκα των 
συνθετασών του αμινοάκυλο-tRNA στους ανώτερους ευκαρυώτες (βλέπε εισαγωγή). 
Έτσι, τέτοιες δομικές επικράτειες έχουν ανακαλυφθεί στις συνθετάσες της 
μεθειονίνης (MetRS) (Mirande et al., 1982) και της βαλίνης (ValRS) (Bee et al.,
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1994) των θηλαστικών, στις μη καταλυτικές πρωτεΐνες ρ18 και ρ38 (Quevillon and 
Mirande 1996; Quevillon et al., 1999), καθώς και στις β και γ υπομονάδες του 
παράγοντα επιμήκυνσης EF-1H (van Damme et al., 1991), και θεωρείται ότι 
συνεισφέρουν στην οργάνωση και σταθεροποίηση της δομής των αντίστοιχων 
συμπλοκών. Για την εκτίμηση του μοντέλου της κρυσταλλικής δομής, σχεδιάστηκε 
στην παρούσα μελέτη εκτεταμένη μοριακή και βιοχημική ανάλυση που είχε σκοπό 
την επιβεβαίωση των επιφανειών αλληλεπίδρασης, την ταυτοποίηση αμινοξικών 
καταλοίπων που είναι σημαντικά για τη δημιουργία του συμπλόκου in vivo και in 
vitro, καθώς και την ποσοτικοποίηση της συνεισφοράς τους στην εκάστοτε 
αλληλεπίδραση.
Με οδηγό το παραπάνω μοντέλο σχεδιάστηκαν σημειακές μεταλλάξεις στις 
Ν-τελικές επικράτειες και των τριών πρωτεϊνών του συμπλόκου. Οι μεταλλαγμένες 
πρωτεΐνες υπερεκφράστηκαν και απομονώθηκαν από κύτταρα Ε. coli, για τη 
χρησιμοποίηση τους στη μελέτη των αλληλεπιδράσεων του συμπλόκου in vitro, είτε 
με τη βοήθεια χρωματογραφίας αγχιστείας, είτε με τη μέθοδο συντονισμού 
πλασμονίων επιφάνειας στο σύστημα Biacore. Η τελευταία μέθοδος είχε 
χρησιμοποιηθεί με επιτυχία και για τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων των αγρίου 
τύπου πρωτεϊνών του συμπλόκου της Arclp. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε 
υποκλωνοποίηση των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών σε φορείς έκφρασης σε κύτταρα 
ζύμης. Έτσι, έγινε δυνατή η έκφραση των σημειακών μεταλλαγμάτων σε κύτταρα S. 
cerevisiae, σε σύντηξη με τον επίτοπο PtA με σκοπό τη μελέτη της ικανότητας 
σχηματισμού συμπλόκου in vivo με χρωματογραφία αγχιστείας. Προηγουμένως, 
πιστοποιήθηκε η έκφραση και λειτουργικότητα των μεταλλαγμένων μορφών και των 
τριών πρωτεϊνών του συμπλόκου σε κύτταρα S. cerevisiae. Η μελέτη αυτή έδειξε ότι 
όλες οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες εκφράζονταν και ήταν λειτουργικές, με την 
εξαίρεση δύο μεταλλάξεων της Arclp, της A26R και της R100A. Οι μεταλλάξεις 
αυτές ανέστειλαν πλήρως την έκφραση της Arclp σε κύτταρα S. cerevisiae, παρόλο 
που ήταν δυνατή η έκφραση της Arclp όταν συνδυάστηκαν οι δύο μεταλλάξεις.
Η μελέτη των αλληλεπιδράσεων των μεταλλαγμάτων της Arclp επιβεβαίωσε 
σε μεγάλο βαθμό τόσο τις προβλέψεις του μοντέλου της κρυσταλλικής δομής όσο και 
τα αρχικά βιοχημικά αποτελέσματα της παρούσας μελέτης. Έτσι, οι μεταλλάξεις 
ορισμένων αμινοξικών καταλοίπων, τα οποία σύμφωνα με το μοντέλο ανήκαν στην 
επιφάνεια αλληλεπίδρασης με την MetRS, και συγκεκριμένα οι μεταλλάξεις A26R 
και S33A, κατάργησαν την αλληλεπίδραση με την MetRS in vivo, ενώ τουλάχιστο η
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μετάλλαξη S33A δεν επηρέασε την αλληλεπίδραση με την GluRS. Επίσης, από τις 
μεταλλάξεις των αμινοξικών καταλοίπων που εντοπίζονται στην επιφάνεια 
αλληλεπίδρασης με την GluRS, η T55R, η R100A και η Υ104Α κατάργησαν την 
αλληλεπίδραση με τη GluRS in vivo. Αντίθετα, οι συγκεκριμένες μεταλλάξεις, 
(τουλάχιστον οι T55R και Υ104Α) δεν κατάργησαν την αλληλεπίδραση με την 
MetRS, παρόλο που την εξασθένησαν σημαντικά. Παρόμοια αποτελέσματα 
προέκυψαν και κατά την in vitro μελέτη των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών. Πιο 
συγκεκριμένα, όλες οι μεταλλάξεις που αναφέρθηκαν παραπάνω έδωσαν ποιοτικά τα 
ίδια αποτελέσματα όσον αφορά τη δημιουργία ή όχι συμπλόκου με τις συνθετάσες. 
Επιπλέον κατά την in vitro ανάλυση, δόθηκε η δυνατότητα μελέτης και της 
μετάλλαξης T55V. Η μετάλλαξη αυτή δεν εμπόδισε το σχηματισμό συμπλόκου με 
την GluRS. Ωστόσο, κατά την ποσοτικοποίηση της αλληλεπίδρασης στο σύστημα 
Biacore, βρέθηκε ότι εξασθένησε τη συγγένεια τους περίπου κατά τρεις φορές. 
Εξαίρεση σε σχέση με τα αποτελέσματα της in vivo ανάλυσης αποτέλεσε μόνο η 
μετάλλαξη S33A, η οποία εξασθένησε σημαντικά αλλά δεν εξαφάνισε την 
αλληλεπίδραση με την MetRS in vitro. Η διαφοροποίησή ανάμεσα στο αποτέλεσμα 
της in vivo και της in vitro μελέτης μπορεί να οφείλεται σε διαφορές στη 
συγκέντρωση των αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών στις δύο περιπτώσεις. Συγκεκριμένα, 
είναι πιθανό οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν για την in vitro ανάλυση να 
μην ανταποκρίνονται στις αντίστοιχες στο εσωτερικό του κυττάρου, και να είναι 
σημαντικά μεγαλύτερες. Αυτό σημαίνει ότι, παρόλο που η ικανότητα 
αλληλεπίδρασης υπάρχει και in vivo, η ποσότητα συμπλόκου που σχηματίζεται είναι 
πολύ μικρή για να ανιχνευθεί.
Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαίωσαν πειραματικά τις 
προβλέψεις του μοντέλου της κρυσταλλικής δομής όσον αφορά την αλληλεπίδραση 
της Arclp με τις συνθετάσες. Έτσι, στην Ν-τελική επικράτεια της Arclp υπάρχουν 
δύο θέσεις πρόσδεσης που εξασφαλίζουν την σε μεγάλο βαθμό ανεξάρτητη 
αλληλεπίδραση με τις συνθετάσες MetRS και GluRS. Παρόλα αυτά, τουλάχιστον η 
κατάργηση της αλληλεπίδρασης με την GluRS δείχνει να εξασθενεί την 
αλληλεπίδραση με την MetRS, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω. Υπάρχουν 
τουλάχιστο δύο πιθανές ερμηνείες του φαινομένου: (ΐ) Οποιαδήποτε σημειακή 
μετάλλαξη που εντοπίζεται στην επιφάνεια αλληλεπίδρασης με την GluRS εμποδίζει 
τη σωστή συνολική αναδίπλωση της Ν-τελικής επικράτειας της Arclp, εξασθενώντας 
με τον τρόπο αυτό μη ειδικά την αλληλεπίδρασή της με την MetRS. (ϋ) Η
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αλληλεπίδραση της Arclp με την GluRS διευκολύνει την αλληλεπίδρασή της με την 
MetRS. Αυτό θα μπορούσε να συμβαίνει διότι η δομή του αμινοτελικού άκρου της 
Arclp. που είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση με την MetRS, σταθεροποιείται 
κατά την δημιουργία συμπλόκου με την GluRS. Εναλλακτικά, η δημιουργία 
συμπλόκου με την GluRS θα μπορούσε να επάγει μια αλλαγή στη στερεοδομή της 
Arclp, διευκολύνοντας με αυτό τον τρόπο την δημιουργία συμπλόκου και με την 
MetRS.
Αντίστοιχη μελέτη πραγματοποιήθηκε και για τις συνθετάσες MetRS και 
GluRS, και τα αποτελέσματά της ήταν επίσης σε συμφωνία με το μοντέλο της 
κρυσταλλικής δομής. Όσον αφορά την MetRS, οι μεταλλάξεις F59A και Α63Η 
κατάργησαν τη δημιουργία συμπλόκου με την Arclp in vivo. Επίσης, οι μεταλλάξεις 
T125R και R164A στην πολυπεπτιδική αλυσίδα της GluRS, εμπόδισαν την 
αλληλεπίδραση με την Arclp. Αντίθετα, η μετάλλαξη Κ157Α της GluRS δεν 
επηρέασε το σχηματισμό συμπλόκου in vivo. Η in vitro μελέτη επιβεβαίωσε τα 
παραπάνω αποτελέσματα. Επιπλέον, εκτός των παραπάνω μεταλλαγμάτων, 
διερευνήθηκε και η μετάλλαξη T125V της GluRS, η οποία βρέθηκε ότι δεν εμποδίζει 
τη δημιουργία συμπλόκου in vitro. Τέλος, η ποσοτική ανάλυση των παραπάνω 
μεταλλαγμάτων στο σύστημα Biacore, έδειξε ότι οι δύο μεταλλάξεις της GluRS που 
δεν αναστέλλουν τη δημιουργία συμπλόκου, δηλαδή η T125V και η Κ157Α, 
εξασθενούν περίπου 3 και 5 φορές αντίστοιχα τη συγγένειά της για την Arclp.
Σύμφωνα με τις προβλέψεις του μοντέλου της κρυσταλλικής δομής, η 
δημιουργία του συμπλόκου μεσολαβείται γενικά από υδρόφοβης φύσης 
αλληλεπιδράσεις, και κατά κύριο λόγο από δυνάμεις Van der Waals. Αντίθετα, οι 
δεσμοί υδρογόνου και οι ιοντικοί δεσμοί έχουν μικρή συμμετοχή. Το γεγονός αυτό 
συμφωνεί με παλαιότερα δεδομένα από τη μελέτη της αλληλεπίδρασης των αγρίου 
τύπου πρωτεϊνών του συμπλόκου, σύμφωνα με τα οποία τα διμερή σύμπλοκα της 
Arclp με τις συνθετάσες παραμένουν σταθερά σε πολύ υψηλή συγκέντρωση άλατος 
(έως 1 Μ MgCl2 για την MetRS και έως 4 Μ MgCE για την GluRS αντίστοιχα), 
υποδηλώνοντας ότι ο σχηματισμός τους δεν οφείλεται σε ιοντικές αλληλεπιδράσεις 
(Simos et al., 1996).
Ο σχεδιασμός των σημειακών μεταλλάξεων έγινε στοχεύοντας είτε στη 
διαταραχή της συμπληρωματικότητας των επιφανειών αλληλεπίδρασης είτε στην 
κατάργηση συγκεκριμένων αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στις πλάγιες αλυσίδες των 
αμινοξέων των επιφανειών αλληλεπίδρασης. Εξετάζοντας μία προς μία τις
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μεταλλάξεις που αφορούν στην αλληλεπίδραση της Arclp με την MetRS προκύπτουν 
τα εξής συμπεράσματα: Η αλανίνη 26 της Arclp είναι ένα μικρό υδρόφοβο αμινοξύ 
που εντοπίζεται στο κέντρο της επιφάνειας αλληλεπίδρασης. Η μετάλλαξή του προς 
αργινίνη έγινε με σκοπό την εισαγωγή στο σημείο αυτό μιας ογκώδους και θετικά 
φορτισμένης πλάγιας αλυσίδας. Με τον τρόπο αυτό στοχεύθηκε η κατάργηση της 
συμπληρωματικότητας των επιφανειών αλληλεπίδρασης και η απομάκρυνση τους, 
έτσι ώστε να μην υπάρχει δυνατότητα ανάπτυξης δυνάμεων Van der Waals. 
Πράγματι η μετάλλαξή αυτή κατάργησε εντελώς τη δημιουργία συμπλόκου. Η 
συγκεκριμένη στρατηγική ακολουθήθηκε και για την αλανίνη 63 της MetRS. 
Μετάλλαξη της προς ιστιδίνη, κατάργησε τελείως τη δημιουργία συμπλόκου, πιθανόν 
διότι απομάκρυνει τις επιφάνειες αλληλεπίδρασης κατά τον τρόπο που περιγράφηκε 
παραπάνω. Αντίθετα με τα παραπάνω, η μετάλλαξη της σερίνης 33 της Arclp προς 
αλανίνη στόχευε στην απομάκρυνση ενός πιθανού δεσμού υδρογόνου. Η 
συγκεκριμένη μετάλλαξη εξασθένησε αλλά δεν εμπόδισε τελείως την 
αλληλεπίδραση, όπως φάνηκε κατά την in vitro μελέτη.
Εξετάζοντας τις μεταλλάξεις στην επιφάνεια αλληλεπίδρασης ανάμεσα στην 
Arclp και τη συνθετάση GluRS, οδηγούμαστε στα εξής συμπεράσματα: Η θρεονίνη 
55 της Arclp είναι ένα μικρό αμινοξύ, το οποίο σύμφωνα με το μοντέλο συμμετέχει 
σε ένα δεσμό υδρογόνου. Μετάλλαξη της προς αργινίνη, καταργεί αυτό το δεσμό και 
ταυτόχρονα απομακρύνει τις επιφάνειες αλληλεπίδρασης, εμποδίζοντας τη 
δημιουργία συμπλόκου. Αντίθετα, μετάλλαξη της συγκεκριμένης θρεονίνης προς 
βαλίνη, αφαιρεί μόνο τον πιθανό δεσμό υδρογόνου χωρίς να επηρεάζει τη 
συμπληρωματικότητα των δυο επιφανειών, με αποτέλεσμα η αλληλεπίδραση να 
διατηρείται αλλά και να εξασθενεί περίπου τρεις φορές. Μετάλλαξη της θρεονίνης 
125 της GluRS προς αργινίνη, εμποδίζει την αλληλεπίδραση με την Arclp, με τρόπο 
ανάλογο αυτού που περιγράφηκε παραπάνω, ενώ αντίθετα μετάλλαξη της προς 
βαλίνη. απλώς εξασθενεί την αλληλεπίδραση τρεις φορές. Η αργινίνη 100 της Arclp 
είναι συντηρημένη και φαίνεται ότι συμμετέχει σε μια αλληλεπίδραση επιστοίβαξης 
με την επίσης συντηρημένη αργινίνη 164 της GluRS. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι 
το σύμπλοκο ανάμεσα στην Arclp και την GluRS είναι ένα ψευδο-ομοδιμερές, και τα 
συντηρημένα αυτά κατάλοιπα βρίσκονται σε δομικά ανάλογες θέσεις της επιφάνειας 
αλληλεπίδρασης σε σχέση με τον άξονα συμμετρίας (Simader et al., 2006). Οι δύο 
αργινίνες που αναφέρονται παραπάνω εντοπίζονται στον πυρήνα του ψευδο- 
ομοδιμερούς. Αντικατάσταση τους από αλανίνη είναι αρκετή για να καταργήσει την
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αλληλεπίδραση. Επιπλέον, η μετάλλαξη της τυροσίνης 104 της Arclp προς αλανίνη, 
καταργεί ένα πιθανό δεσμό υδρογόνου και μαζί του και τη δημιουργία συμπλόκου με 
την GluRS. Τέλος, η λυσίνη 157 της GluRS θεωρείται ότι συμμετέχει είτε σε ένα 
δεσμό υδρογόνου είτε σε ένα ιοντικό δεσμό (ανάλογα με το φορτίο της πλάγιας 
αλυσίδας). Παρόλα αυτά, μετάλλαξη της προς αλανίνη δεν αρκεί για να καταργήσει 
τη δημιουργία συμπλόκου την οποία πάντως εξασθενεί περίπου πέντε φορές.
4.2. Διερεύνηση της λειτουργίας της επικράτειας TRBD και των μη 
καταλυτικών επικρατειών των συνθετασών
Η έως τώρα βιοχημική ανάλυση της Arclp έχει δείξει ότι η καρβοξυτελική 
της επικράτεια έχει την ικανότητα να προσδένει μια μικρή ομάδα μορίων tRNA, 
ανάμεσα στα οποία και τα ομότυπα των συνθετασών MetRS και GluRS, αλλά όχι 
άλλους τύπους μορίων RNA, και για το λόγο αυτό ονομάστηκε TRBD (tRNA 
Binding Domain). Με τον τρόπο αυτό, η παρουσία της TRBD αυξάνει τη συγγένεια 
της MetRS και της GluRS για τα ομότυπα tRNA χωρίς να χαλαρώνει την εξειδίκευσή 
τους (Deinert et al., 2001), και η αλληλεπίδραση της Arclp με τις συνθετάσες 
αυξάνει την καταλυτική τους απόδοση (Simos et al., 1998; Deinert et al., 2001). H 
επικράτεια TRBD της Arclp περιλαμβάνει ένα συντηρημένο δομικό μοτίβο 
αναδίπλωσης τύπου ΟΒ. Αξίζει να σημειωθεί ότι παρόμοιες δομικές επικράτειες 
έχουν βρεθεί ενσωματωμένες στην επικράτεια του ενεργού κέντρου τεσσάρων 
συνθετασών των υποτάξεων 11β και ΙΙγ, της AsnRS (Berthet-Colominas et al., 1998), 
AspRS (Ruff et al., 1991; Eiler et al., 1999), LysRS (Commans et al., 1995; Cusack et 
al., 1996), και PheRS (Goldgur et al., 1997). Μάλιστα, τα ομότυπα tRNA των 
συνθετασών LysRS και PheRS αλληλεπιδρούν ισχυρά με την ελεύθερη πρωτεΐνη 
Arclp in vitro (Deinert et al., 2001).
Στη φύση έχουν βρεθεί δομικές επικράτειες ομόλογες της TRBD σε μεγάλη 
ποικιλία πρωτεϊνών της συσκευής της πρωτεϊνοσύνθεσης και σε πληθώρα 
οργανισμών. Η πιο απλή περίπτωση, και ίσως η αρχέγονη μορφή της επικράτειας 
όπως εμφανίστηκε κατά την διαδικασία της εξέλιξης, είναι η πρωτεΐνη Trbpl 11, που 
αποτελείται από 111 αμινοξικά κατάλοιπα, και έχει περιγράφει στα βακτήρια Ε. coli 
και A. aeolicus (Morales et al., 1999). Η πρωτεΐνη σχηματίζει ομοδιμερή και 
αλληλεπιδρά με τη γωνία του σχήματος L μορίου του tRNA (Nomanbhoy et al., 
2001). Επίσης, μπορεί να αλληλεπιδράσει ταυτόχρονα με δύο μόρια RNA εφόσον 
αυτά σε συνδυασμό δημιουργούν μια δομή σχήματος L, η οποία είναι
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χαρακτηριστική ενός μορίου tRNA, και για το λόγο αυτό θεωρείται ως πρωτεΐνη 
μοριακός συνοδός που συνέβαλε στην εξέλιξη των σύγχρονων μορίων tRNA 
(Kushiro and Schimmel 2002). Ομόλογη δομική επικράτεια έχει περιγράφει και στο 
καρβοξυτελικό άκρο της μη καταλυτικής πρωτεΐνης ρ43 του πολυενζυμικού 
συμπλόκου των μεταζώων (Quevillon et al., 1997; Renault et al., 2001). Η p43 έχει 
βρεθεί ότι διεγείρει την καταλυτική δραστικότητα τουλάχιστον μίας από τις εννιά 
συνθετάσες του συμπλόκου των ανώτερων ευκαρυωτών (ArgRS, Park et al., 1999). 
Επίσης, ομόλογες επικράτειες έχουν βρεθεί προσαρτημένες στην καταλυτική 
επικράτεια διαφόρων συνθετασών σε διάφορους οργανισμούς. Χαρακτηριστικά 
παραδείγματα αποτελούν η MetRS του C. elegans και των φυτών (Kaminska et al., 
2001), καθώς και η TyrRS του ανθρώπου (Kleeman et al., 1997). Αξίζει να 
αναφερθεί ότι σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις η TRBD εντοπίζεται στο C-τελικό 
τους άκρο.
Συνοψίζοντας, ομόλογες επικράτειες έχουν χαρακτηριστεί και στα τρία 
βασίλεια των ζωντανών οργανισμών, είτε προσαρτημένες στο C-τελικό άκρο 
διαφόρων συνθετασών, είτε σε πρωτεΐνες χωρίς καταλυτικές ιδιότητες, είτε τέλος 
ενσωματωμένες στην επικράτεια του ενεργού κέντρου των συνθετασών. Επιπλέον, η 
δομική αυτή επικράτεια έχει δειχθεί ότι μπορεί και προσδένει μόρια tRNA, και 
αυξάνει με τον τρόπο αυτό την καταλυτική απόδοση των ενζύμων στα οποία 
προσφέρεται είτε in cis (ως τμήμα του ιδίου μορίου) είτε in trans (ως τμήμα ενός 
ανεξάρτητου μορίου) (Kaminska et al., 2000; Whelihan and Schimmel 1997; Wang 
and Schimmel 1999; Chihade and Schimmel 1999; Simos et al., 1996; Deinert et al., 
2001). Από τα παραπάνω προκύπτει το ερώτημα γιατί στον S. cerevisiae επιλέχθηκε η 
χρησιμοποίηση της TRBD ως τμήμα ενός ανεξάρτητου πολυπεπτιδίου όταν 
γνωρίζουμε ότι μπορεί να δράσει και όταν είναι ενσωματωμένη στην πολυπεπτιδική 
αλυσίδα μιας συνθετάσης. Επίσης αποτελεί ερωτηματικό αν ο ρόλος των μη 
καταλυτικών επικρατειών των συνθετασών MetRS και GluRS καθώς και της Ν- 
τελικής επικράτειας της Arclp εξαντλείται στη δημιουργία του τριμερούς συμπλόκου 
ή περιλαμβάνει και άλλες λειτουργίες. Για να απαντηθούν πειραματικά αυτά τα 
ερωτήματα, κατασκευάστηκαν χιμαιρικές πρωτεΐνες με την TRBD σε σύντηξη με την 
καταλυτική επικράτεια των συνθετασών, για να ελεγχθεί εάν αυτές είναι δυνατόν να 
αντικαταστήσουν τα αντίστοιχα διμερή σύμπλοκα του ζυμομύκητα.
Αρχικά κατασκευάστηκε η χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD, μετά από 
προσάρτηση της TRBD στο C-τελικό άκρο της καταλυτικής επικράτειας της MetRS
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(ΜΚ), με τεχνικές γενετικής μηχανικής. Ακολούθησε ο έλεγχος της έκφρασης και 
λειτουργικότητας της, μετασχηματίζοντας στελέχη S. cerevisiae, από τα οποία είχε 
απαλειφθεί το γονίδιο της αγρίου τύπου MetRS, ταυτόχρονα ή όχι με το γονίδιο της 
Arclp. Με τον τρόπο αυτό αποδείχτηκε ότι η χιμαιρική πρωτεΐνη εκφράζεται και 
είναι σταθερή, και επιπλέον διατηρεί την απαραίτητη για την επιβίωση δράση της 
καταλυτικής επικράτειας της MetRS, επιτρέποντας τη διεξαγωγή πειραμάτων για το 
χαρακτηρισμό της επίδρασης της TRBD in cis.
Στη συνέχεια, για τη μελέτη της χιμαιρικής πρωτεΐνης, και πιο συγκεκριμένα 
για την ποσοτικοποίηση της επίδρασης της TRBD in vivo, μελετήθηκε ο ρυθμός 
ανάπτυξης στελεχών ζυμομύκητα που εκφράζουν, είτε την αγρίου τύπου MetRS, είτε 
μόνο την καταλυτική της επικράτεια ΜΚ, είτε τέλος τη χιμαιρική πρωτεΐνη ΜΚ- 
TRBD. Ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε ότι, παρουσία της Arclp, το στέλεχος 
που εκφράζει τη χιμαιρική πρωτεΐνη ΜΚ-TRBD πολλαπλασιάζεται το ίδιο γρήγορα 
με το στέλεχος που εκφράζει την αγρίου τύπου MetRS και πιο γρήγορα από το 
στέλεχος που εκφράζει μόνο την καταλυτική της επικράτεια ΜΚ. Αρα, η χιμαιρική 
πρωτεΐνη ΜΚ-TRBD μπορεί να υποκαταστήσει αποτελεσματικά το διμερές 
σύμπλοκο Arclp/MetRS. Απουσία της Arclp, το στέλεχος που εκφράζει την 
χιμαιρική πρωτεΐνη ΜΚ-TRBD διαιρείται πιο γρήγορα από τα στελέχη που 
εκφράζουν είτε την αγρίου τύπου MetRS είτε την καταλυτική της επικράτεια ΜΚ, τα 
οποία δεν εμφανίζουν διαφορές στο ρυθμό πολλαπλασιασμού. Επομένως, η 
προσφορά της TRBD στην καταλυτική επικράτεια της MetRS in cis αποφέρει στο 
κύτταρο πλεονέκτημα ακόμη και όταν η Arclp απουσιάζει πλήρως. Ωστόσο 
παρατηρήθηκε ότι κατά την απουσία της Arclp, το στέλεχος που εκφράζει την ΜΚ- 
TRBD εξακολουθεί να υπολείπεται στο ρυθμό ανάπτυξης σε σύγκριση με το 
στέλεχος αγρίου τύπου που εκφράζει την Arclp. Αυτό πιθανότατα οφείλεται στο ότι 
η παρουσία της TRBD στα πλαίσια της χιμαιρικής πρωτεΐνης, αναπληρώνει μεν τη 
δράση της Arclp σε σχέση με την MetRS, αλλά δεν μπορεί να υποκαταστήσει τη 
δράση της Arclp σε σχέση με την GluRS ή άλλες κυτταρικές λειτουργίες. 
Ανακεφαλαιώνοντας φαίνεται ότι, όταν η TRBD προσφέρεται στην καταλυτική 
επικράτεια της MetRS in cis ουσιαστικά αναπληρώνεται η λειτουργία του διμερούς 
συμπλόκου Arclp/MetRS. Επειδή η θεμελιώδης δράση της MetRS είναι η 
αμινοακυλίωση μορίων tRNA και η συνεχής τροφοδότηση της συσκευής της 
πρωτεϊνοσύνθεσης του κυττάρου, το πλεονέκτημα που αναφέρθηκε παραπάνω 
έγκειται πιθανότατα στη βελτίωση της καταλυτικής αποτελεσματικότητας της
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MetRS. Για τη διερεύνηση αυτής της πιθανότητας ακολούθησε πειραματικός έλεγχος 
της δραστικότητας αμινοακυλίωσης της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD.
Πριν τη διεξαγωγή των πειραμάτων, τα τρία ένζυμα MetRS, ΜΚ και MK- 
TRBD απομονώθηκαν σε καθαρή μορφή από κύτταρα S. cerevisiae. Για αυτή τη 
σειρά των πειραμάτων επιλέχθηκε η έκφραση και απομόνωση των ενζύμων από 
ομόλογο σύστημα, σε αντιδιαστολή με την επιλογή του ετερόλογου συστήματος κατά 
τη μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του συμπλόκου της Arclp. Είναι 
γνωστό ότι η μεγάλη αποτελεσματικότητα της δράσης των ενζύμων οφείλεται στη 
συγκεκριμένη τους αλληλουχία, κυρίως των αμινοξικών καταλοίπων του ενεργού 
κέντρου, καθώς και στη βέλτιστη οργάνωση της τριτοταγούς δομής τους για την 
κατάλληλη πρόσδεση των υποστρωμάτων. Απουσία οποιασδήποτε τροποποίησης που 
επηρεάζει αυτή την οργάνωση, και ιδιαίτερα κάποιας τροποποίησης της περιοχής του 
ενεργού κέντρου, είναι σε θέση να επηρεάσει αρνητικά την καταλυτική δραστικότητα 
ενός ενζύμου. Επειδή κατά την απομόνωση πρωτεϊνών από ένα ετερόλογο σύστημα 
είναι πάντοτε πιθανή η παράλειψη κάποιων τροποποιήσεων, επιλέχθηκε για την 
απομόνωση των ενζύμων της παρούσας μελέτης το ομόλογο σύστημα, το οποίο 
εξασφαλίζει ότι η δομή του ενζύμου είναι όπως αυτή έχει επιλεγεί από τη διαδικασία 
της εξέλιξης.
Τα αποτελέσματα της σύγκρισης της καταλυτικής δραστικότητας έδειξαν ότι 
η χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD είναι έως και τρεις φορές καλύτερη από την ΜΚ. Η 
βελτίωση της δραστικότητας της ΜΚ εξαιτίας της σύντηξης με την TRBD αποδίδεται 
στην αύξηση της συγγένειας της για το ομότυπο tRNA (ελάττωση της Km). 
Επιπλέον, η MK-TRBD είναι ελαφρά δραστικότερη και από τη MetRS, κάτω από τις 
συνθήκες της αντίδρασης. Στις ίδιες συνθήκες ωστόσο, και το αγρίου τύπου ένζυμο 
είναι επίσης δραστικότερο της ΜΚ. Τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται να 
διαφοροποιούνται σε κάποιο βαθμό από τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη 
μελέτη του ρυθμού πολλαπλασιασμού, σύμφωνα με τα οποία απουσία της Arclp η 
MetRS και η ΜΚ παρουσιάζουν παρόμοια λειτουργικότητα. Το γεγονός αυτό μπορεί 
να αποδοθεί στην in vitro δομική αστάθεια της ΜΚ σε σύγκριση με το ένζυμο αγρίου 
τύπου, μετά την αφαίρεση της Ν-τελικής επικράτειας. Αυτό είναι πιθανό, καθώς 
πρόκειται για μια τεχνητή πρωτεΐνη, και έτσι η σταθερότητά της δεν έχει επιλεχθεί 
από την μακρόχρονη δοκιμασία της εξέλιξης. Αν υποθέσουμε ότι κάτι τέτοιο ισχύει, 
τότε η καταλυτική δραστικότητα της MetRS in vitro, είναι δυνατό να είναι 
μεγαλύτερη των τεχνητών ενζύμων. Παρόλα αυτά, το συγκεκριμένο πρόβλημα στην
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σταθερότητα των τεχνητών ενζύμων θα μπορούσε να συγκαλύπτεται στα in vivo 
πειράματα από την παρουσία πρωτεϊνών μοριακών συνοδών. Ένα δεύτερο 
ενδεχόμενο είναι ότι, κατά την in vitro μελέτη χρησιμοποιούνται συγκεντρώσεις 
tRNA πολύ υψηλότερες από τις αντίστοιχες in vivo. Αυτό σημαίνει ότι κάτω από τις 
συγκεκριμένες συνθήκες το ένζυμο δεν έχει απόλυτη ανάγκη για μια επικράτεια που 
θα το διευκολύνει να εντοπίσει και να προσδέσει το υπόστρωμά του (tRNA), καθώς 
ήδη υπάρχει περίσσεια από αυτό. Αντίθετα, στην in vivo μελέτη όπου η συγκέντρωση 
του ομότυπου tRNA είναι χαμηλότερη, η δράση της TRBD δείχνει να είναι πιο 
απαραίτητη, γεγονός που μπορεί να εξηγήσει τη διαφορά στην ανάπτυξη των 
κυττάρων που περιέχουν την MK-TRBD αντί της MetRS, απουσία της Arclp.
Σε συμφωνία με την παραπάνω υπόθεση, ο μικρός κυτταρικός όγκος των 
προκαρυωτών καθιστά μη αναγκαία την παρουσία μη-καταλυτικών επικρατειών των 
συνθετασών που προσδένουν μη ειδικά tRNA (Mirande 2003). Αντίθετα, έχει βρεθεί 
ότι η MetRS των φυτών διαθέτει στο C-τελικό της άκρο μια επικράτεια ομόλογη της 
TRBD που διεγείρει την καταλυτική της δραστικότητα (Kaminska et al., 2000). 
Επιπλέον, σύντηξη της TRBD με τεχνικές γενετικής μηχανικής στην καταλυτική 
επικράτεια της AlaRS του Ε. coll επίσης διεγείρει την ενεργότητα του ενζύμου 
(Chihade and Schimmel 1999). Συνοψίζοντας, η MK-TRBD έχει αυξημένη 
καταλυτική απόδοση πιθανότατα εξαιτίας της αυξημένης συγγένειας για το ομότυπο 
tRNA και έτσι μπορεί να καλύψει ευκολότερα τις ανάγκες της συσκευής της 
πρωτεϊνοσύνθεσης για αμινοακυλιωμένα ομότυπα tRNA. Ωστόσο, περαιτέρω 
διερεύνηση του θέματος με διεξαγωγή πειραμάτων πρόσδεσης tRNA και από τα τρία 
ένζυμα θα μπορούσε να ξεκαθαρίσει το ακριβές είδος του πλεονεκτήματος που 
προσφέρει η TRBD στην καταλυτική επικράτεια της MetRS. Τέλος, δεν μπορεί να 
αποκλειστεί ένας δεύτερος βιολογικός ρόλος της TRBD, ανεξάρτητος της 
αντίδρασης αμινοακυλίωσης, ο οποίος εξηγεί κατά ένα μέρος την απόκλιση 
αποτελεσμάτων ανάμεσα στην in vivo και την in vitro μελέτη.
Εκτός των παραπάνω, διερευνήθηκε η επίδραση της Arclp στην καταλυτική 
δράση και των τριών ενζύμων. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η προσθήκη της Arclp 
διεγείρει την καταλυτική δραστικότητα μόνο της αγρίου τύπου MetRS. Αντίθετα, η 
δράση των άλλων δύο ενζύμων παραμένει ανεπηρέαστη, γεγονός αναμενόμενο με 
βάση τα έως τώρα δεδομένα, καθώς δεν έχουν ικανότητα φυσικής αλληλεπίδρασης με 
την Arclp. Ωστόσο, τα αποτελέσματα αυτά ξεκαθαρίζουν ότι ο μοναδικός ρόλος της 
TRBD στην αντίδραση αμινοακυλίωσης της MetRS είναι η διευκόλυση της
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πρόσδεσης tRNA από το ένζυμο, και δεν έχει κάποιο ρόλο μοριακού συνοδού 
διευκολύνοντας την αναδίπλωση και σταθεροποιώντας τη δομή του ομότυπου tRNA.
Ανάλογη πειραματική προσέγγιση οργανώθηκε για τη μελέτη του ρόλου της 
TRBD σε σχέση με την καταλυτική επικράτεια της GluRS, καθώς και του ρόλου της 
Ν-τελικής επικράτειας της GluRS. Έτσι, κατασκευάστηκε η χιμαιρική πρωτεΐνη ΕΚ- 
TRBD, μετά από αφαίρεση της Ν-τελικής επικράτειας της GluRS και σύντηξη της 
TRBD στο C-τελικό άκρο της καταλυτικής της επικράτειας. Στη συνέχεια ελέγχθηκε 
η έκφραση και λειτουργικότητά της, μετά από μετασχηματισμό κυττάρων S. 
cerevisiae από τα οποία είχε απαλειφθεί το γονίδιο του αγρίου τύπου ενζύμου, σε 
συνδυασμό ή όχι με την απαλοιφή του γονιδίου της Arclp. Η ανάλυση αυτή έδειξε 
ότι η ΕΚ-TRBD εκφράζεται και είναι σταθερή, ενώ επιπλέον διαθέτει τη λειτουργία 
της καταλυτικής επικράτειας της GluRS. Χρησιμοποιώντας λοιπόν τη χιμαιρική 
πρωτεΐνη ΕΚ-TRBD ακολούθησε μελέτη της επίδρασης της TRBD στην καταλυτική 
επικράτεια της GluRS.
Αρχικά, όπως και για την MK-TRBD, μελετήθηκε ο ρυθμός ανάπτυξης 
στελεχών ζυμομύκητα που εκφράζουν είτε την αγρίου τύπου GluRS, είτε την 
καταλυτική της επικράτεια ΕΚ, είτε τη χιμαιρική πρωτεΐνη ΕΚ-TRBD. Με τον τρόπο 
αυτό βρέθηκε ότι όταν η Arclp είναι παρούσα, το στέλεχος του ζυμομύκητα που 
εκφράζει την αγρίου τύπου GluRS αναπτύσσεται ελαφρά καλύτερα από τα στελέχη 
που εκφράζουν είτε τη χιμαιρική πρωτεΐνη ΕΚ-TRBD, είτε την καταλυτική 
επικράτεια της GluRS (ΕΚ). Επίσης, τα δύο τελευταία στελέχη δεν εμφανίζουν καμία 
διαφορά στο ρυθμό πολλαπλασιασμού. Αντίθετα, απουσία της Arclp, το στέλεχος 
του ζυμομύκητα που εκφράζει τη χιμαιρική πρωτεΐνη ΕΚ-TRBD αναπτύσσεται 
καλύτερα από εκείνα που εκφράζουν την αγρίου τύπου GluRS ή την ΕΚ. Στις ίδιες 
συνθήκες, η GluRS προσδίδει στα κύτταρα του ζυμομύκητα ένα μικρό πλεονέκτημα 
σε σύγκριση με την καταλυτική της επικράτεια ΕΚ. Για την ερμηνεία των 
αποτελεσμάτων μπορούν να γίνουν οι εξής υποθέσεις: (i) Η TRBD καταστράφηκε 
μερικά ή ολικά όταν συνδέθηκε τεχνητά in cis με την καταλυτική επικράτεια της 
GluRS. Αυτό θα μπορούσε να οφείλεται σε μερική ή πλήρη παρεμπόδιση της 
αναδίπλωσης της. Όμως, απουσία της Arclp, η ΕΚ-TRBD προσφέρει στο κύτταρο 
πλεονέκτημα σε σχέση με την ΕΚ, υποδηλώνοντας ότι η TRBD είναι λειτουργική 
τουλάχιστο σε κάποιο βαθμό, (ii) Η TRBD δεν συνεισφέρει στη λειτουργία της ΕΚ 
όταν προσφέρεται in cis. Η προσέγγιση αυτή βρίσκεται σε συμφωνία με τα
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πειραματικά δεδομένα. Πιο συγκεκριμένα, παρουσία της Arclp, τα στελέχη που 
εκφράζουν τις πρωτεΐνες EK-TRBD και ΕΚ, αναπτύσσονται με τον ίδιο ρυθμό. Αυτό 
προφανώς σημαίνει ότι η ΕΚ δεν αποκτά κάποιο πλεονέκτημα από την παρουσία της 
TRBD in cis. Κάτι τέτοιο δεν αποκλείει μια επιπλέον λειτουργία της TRBD στο 
κύτταρο, ανεξάρτητη της δράσης της ΕΚ. Συμβατό με αυτή την ερμηνεία είναι το 
γεγονός ότι, απουσία της Arc 1 ρ, η ΕΚ-TRBD βελτιώνει το ρυθμό πολλαπλασιασμού 
των κυττάρων σε σχέση με την ΕΚ, υποδηλώνοντας ότι η TRBD αναπληρώνει σε 
κάποιο βαθμό τη λειτουργία της Arclp. (iii) Η GluRS έχει μεγάλη συγγένεια για το 
ομότυπο της tRNA, και επομένως το περιοριστικό όριο στη δράση του ενζύμου δεν 
είναι η προσφορά του tRNA στην καταλυτική του επικράτεια, καθιστώντας μη 
απαραίτητη την επικουρική δράση της TRBD. Σε συμφωνία με αυτό έχει δειχθεί ότι η 
GluRS μπορεί και αλληλεπιδρά in vitro με το ομότυπο της tRNA κάτω από συνθήκες 
ανταγωνισμού (Deinert et al., 2001). (iv) Η δράση της Ν-τελικής επικράτειας της 
GluRS δεν εξαντλείται στο σχηματισμό συμπλόκου με την Arclp. Παλαιότερη 
μελέτη έχει δείξει ότι απαλοιφή τμήματος της Ν-τελικής επικράτειας της GluRS 
(κατάλοιπα 9-85 ή 9-131) προκαλεί το θάνατο κυττάρων S. cerevisiae σε ταυτόχρονη 
απαλοιφή του γονιδίου της Arclp (Galani et al., 2001). Αντίθετα, απαλοιφή 
ολόκληρης της Ν-τελικής επικράτειας της GluRS (κατάλοιπα 9-191) δεν προκάλεσε 
το θάνατο των κυττάρων του S. cerevisiae σε ταυτόχρονη απαλοιφή του γονιδίου της 
Arclp (Galani et al., 2001). To γεγονός αυτό επίσης υποδεικνύει ότι υπάρχει ένας 
επιπλέον ρόλος για τη Ν-τελική επικράτεια της GluRS ανεξάρτητος από τη 
διαδικασία σχηματισμού του συμπλόκου. Η συγκεκριμένη δράση είναι πιθανότατα 
υπεύθυνη για το πλεονέκτημα των κυττάρων του S. cerevisiae που εκφράζουν τη 
GluRS σε σχέση με την ΕΚ όταν απουσιάζει η Arclp.
Συνοψίζοντας, η μελέτη της χιμαιρικής πρωτεΐνης ΕΚ-TRBD έδειξε ότι η 
TRBD δεν φαίνεται να διαδραματίζει κάποιο σημαντικό βιολογικό ρόλο σε σχέση με 
την καταλυτική επικράτεια της GluRS, ενώ αντίθετα φαίνεται να διατηρεί κάποια 
δράση πέρα από τα πλαίσια του συμπλόκου. Κάτι τέτοιο έρχεται σε αντίθεση με το 
γεγονός ότι η προσφορά της TRBD in trans στην καταλυτική επικράτεια της GluRS 
διεγείρει την καταλυτική της δραστικότητα in vitro (Deinert et al., 2001). Ωστόσο, 
είναι πιθανό το παραπάνω αποτέλεσμα να μην ανταποκρίνεται στις συνθήκες που 
επικρατούν in vivo (συγκέντρωση ενζύμου ή tRNA). Το γεγονός ότι η TRBD 
πιθανότατα διαδραματίζει κάποιο ανεξάρτητο βιολογικό ρόλο στο κύτταρο, ακόμη 
και όταν είναι σε σύντηξη με την ΕΚ, υποστηρίζεται από προηγούμενες μελέτες,
186
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:41:50 EET - 137.108.70.7
σύμφωνα με τις οποίες η Arclp εξυπηρετεί δύο ανεξάρτητους βιολογικούς ρόλους, 
καθώς οι δύο δομικές του επικράτειες (Ν και TRJBD) δεν είναι απαραίτητο να 
βρίσκονται σε σύντηξη (Simos et al., 1998; Golinelli et al., 2004). Επιπλέον, o 
βιολογικός ρόλος της Ν-τελικής επικράτειας της GluRS φαίνεται ότι επεκτείνεται 
πέρα από τη δημιουργία συ μπλόκου με την Arclp. Κάτι ανάλογο είχε υποστηριχθεί 
και σε παλαιότερη μελέτη όταν είχε βρεθεί η γενετική αλληλεπίδραση ανάμεσα σε 
τμήμα της Ν-τελικής επικράτειας της GluRS και στην Arclp (Galani et al., 2001). 
Πειράματα in vitro διερεύνησης τόσο της καταλυτικής δραστικότητας όσο και της 
ικανότητας πρόσδεσης του ομότυπου tRNA από τη χιμαιρική πρωτεΐνη EK-TRBD, 
την αγρίου τύπου GluRS και την καταλυτικής της επικράτεια ΕΚ, θα μπορούσαν να 
απαντήσουν σε κάποια από τα παραπάνω ερωτήματα. Επισημαίνεται ότι η μελέτη της 
ενζυμικής δραστικότητας της EK-TRBD δεν έγινε δυνατή εξαιτίας του υψηλού 
κόστους των αντιδραστηρίων, και πιο συγκεκριμένα του ραδιενεργά σημασμένου 
γλουταμινικού οξέος.
4.3. Ο ρόλος του συμπλόκου στην υποκυτταρική κατανομή των συνθετασών 
MetRS και GluRS και η πιθανή σχέση του με τη μεταφορά του tRNA
Η κατασκευή διαφόρων μεταλλαγμένων μορφών των πρωτεϊνών του 
συμπλόκου Arclp/MetRS/GluRS χωρίς ικανότητα αλληλεπίδρασης μεταξύ τους in 
vivo και in vitro, έδωσε τα απαραίτητα εργαλεία για να εξεταστεί κατά πόσο η 
δημιουργία του συμπλόκου ρυθμίζει την υποκυτταρική κατανομή των επιμέρους 
συστατικών του. Ανάλογη μελέτη είχε ξαναγίνει υπό διαφορετικές πειραματικές 
συνθήκες (Galani et al., 2001, 2005). Πιο συγκεκριμένα, στις προηγούμενες 
περιπτώσεις για την κατάργηση της δημιουργίας του συμπλόκου είχαν απαλειφθεί 
είτε το γονίδιο που κωδικοποιεί την έκφραση της Arclp, είτε οι αμινοτελικές 
επικράτειες των συνθετασών, οι οποίες είναι υπεύθυνες για την προσάρτηση τους στο 
σύμπλοκο. Εντούτοις, η προσέγγιση αυτή ενείχε τον κίνδυνο απώλειας πληροφορίας 
που πιθανόν υπάρχει στις επικράτειες που είχαν απαλειφθεί, υπό την έννοια 
ενδεχόμενων σημάτων πυρηνικού εντοπισμού (NLS) ή εξαγωγής (NES). Πράγματι, 
είχε βρεθεί ότι δύο διαφορετικά μεταλλάγματα της GluRS, από τα οποία είχε 
απαλειφθεί τμήμα (κατάλοιπα 9-131) ή ολόκληρη η Ν-τελική επικράτεια (κατάλοιπα 
9-191), και τα οποία δεν σχηματίζουν σύμπλοκο με την Arclp, εμφανίζουν 
διαφορετική υποκυτταρική κατανομή, και μόνο το πρώτο μπορεί να εντοπίζεται και 
στο εσωτερικό του πυρήνα (Galani et al., 2001). Επιπλέον, οι επικράτειες αυτές θα
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μπορούσαν να συμμετέχουν σε μη χαρακτηρισμένες πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις με 
άλλους παράγοντες εκτός συμπλόκου, με πιθανό ρυθμιστικό ρόλο στην υποκυτταρική 
κατανομή των πρωτεϊνών του συμπλόκου. Η χρησιμοποίηση στην παρούσα μελέτη 
σημειακά μεταλλαγμένων πρωτεϊνών ξεπέρασε αυτά τα προβλήματα και έδωσε πιο 
ξεκάθαρη απάντηση στο ερώτημα της ρύθμισης της υποκυτταρικής κατανομής των 
πρωτεϊνών του συμπλόκου.
Όσον αφορά τη μελέτη της υποκυτταρικής κατανομής της Arclp, δείχθηκε ότι 
κατά την κατάργηση της δημιουργίας συμπλόκου με τη μία ή και με τις δύο 
συνθετάσες εξακολουθεί να εντοπίζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα. Από 
παλαιότερη μελέτη ήταν γνωστό ότι η υποκυτταρική κατανομή της Arclp δεν 
εξαρτάται από την αλληλεπίδραση της με τις δύο συνθετάσες ενώ στη ρύθμιση της 
συμμετέχει η εξπορτίνη Xpolp (Galani et al., 2005). Το τελευταίο μάλιστα 
υποδεικνύει ότι στην αλληλουχία της υπάρχει κάποιο σήμα εξόδου από τον πυρήνα 
(NES). Αυτό συνδυάστηκε με μια άλλη πληροφορία που έδωσε το μοντέλο της 
κρυσταλλικής δομής, ότι δηλαδή στο Ν-τελικό άκρο της Arclp υπάρχουν αρκετά 
υδρόφοβα αμινοξικά κατάλοιπα τα οποία δεν οργανώνονται σε σαφή δευτεροταγή 
δομή, και προσομοιάζουν σε ένα NES (Simader et al., 2006). Για να διερευνηθεί αυτή 
η πιθανότητα σχεδιάστηκε μια μεταλλαγμένη μορφή της Arclp, από την οποία είχαν 
απαλειφθεί τα αμινοξικά κατάλοιπα 1-13. Σύμφωνα με το μοντέλο της κρυσταλλικής 
δομής αυτή η αμινοξική αλληλουχία δεν αποτελεί τμήμα των επιφανειών 
αλληλεπίδρασης με τις συνθετάσες, ενώ επίσης δεν φαίνεται να συνεισφέρει στην 
σωστή αναδίπλωση της Ν-τελικής επικράτειας της Arclp. Παρατήρηση με 
Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης Laser έδειξε ότι και αυτό το μετάλλαγμα της 
Arclp εξακολουθεί να βρίσκεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα, συνηγορώντας 
κατά της ύπαρξης αυτού του NES. Εντούτοις, πριν καταλήξουμε σε κάποιο οριστικό 
συμπέρασμα θα πρέπει να διερευνηθεί κατά πόσο το αποτέλεσμα αυτό μπορεί να 
αποδοθεί στην αλληλεπίδραση της Arclp με τις συνθετάσες, και στον αποκλεισμό 
του από τον πυρήνα χρησιμοποιώντας ένα NES που υπάρχει στην αλληλουχία τους. 
Έτσι, επιπρόσθετη ανάλυση σε ένα στέλεχος στο οποίο το συγκεκριμένο μετάλλαγμα 
δεν θα σχηματίζει σύμπλοκο με τις συνθετάσες θα μπορέσει να δώσει την οριστική 
απάντηση σε αυτό το ερώτημα.
Αντίθετα, πιο απλή φαίνεται ότι είναι η περίπτωση της MetRS, όπου η 
υποκυτταρική της κατανομή ρυθμίζεται αποκλειστικά από τη δημιουργία συμπλόκου
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με την Arclp. Πιο συγκεκριμένα, όταν η αγρίου τύπου MetRS σχηματίζει σύμπλοκο 
με την Arclp εντοπίζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα (παρούσα μελέτη, Galani 
et al., 2001). Κατάργηση της δημιουργίας συμπλόκου, απαλείφοντας την Arclp ή την 
αμινοτελική επικράτεια της MetRS είχε ως αποτέλεσμα την εντόπιση της συνθετάσης 
και στον πυρήνα (Galani et al., 2001). Τα παραπάνω επιβεβαιώθηκαν και στην 
παρούσα μελέτη καθώς κατάργηση της δημιουργίας συμπλόκου εξαιτίας μιας 
σημειακής μετάλλαξης στην Ν-τελική επικράτεια της MetRS επιτρέπει στην MetRS 
να εντοπίζεται και στο εσωτερικό του πυρήνα. Συμπερασματικά, η παραπάνω μελέτη 
των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών έδειξε ότι η υποκυτταρική κατανομή μόνο της MetRS 
είναι άμεση συνάρτηση της συμμετοχής της στο σύμπλοκο της Arclp.
Επιπρόσθετα διερευνήθηκε ο ρόλος της TRBD στη ρύθμιση της 
υποκυτταρικής κατανομής της ΜΚ, με μελέτη της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD. 
Πιο συγκεκριμένα, από τις δύο επικράτειες της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD, 
έχει βρεθεί ότι η ΜΚ, η οποία δεν αλληλεπιδρά με την Arclp εντοπίζεται και στον 
πυρήνα (Galani et al., 2001), υποδεικνύοντας την παρουσία ενός ενδεχόμενου NLS 
στην καταλυτική επικράτεια της MetRS. Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι η TRBD της 
Arclp. η οποία δεν σχηματίζει σύμπλοκο με καμία από τις συνθετάσες, μπορεί επίσης 
να εντοπίζεται και στον πυρήνα (Galani et al., 2001), πιθανολογώντας υπέρ της 
παρουσίας κάποιου NLS στη συγκεκριμένη επικράτεια της Arclp.
Η μελέτη της υποκυτταρικής κατανομής της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD 
έδειξε ότι η σύντηξη της TRBD στην καταλυτική επικράτεια ΜΚ την επαναφέρει 
αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα. Δηλαδή, η χιμαιρική πρωτεΐνη MK-TRBD 
μιμείται το διμερές σύμπλοκο Arclp/MetRS ως προς την υποκυτταρική του 
κατανομή. Φαίνεται λοιπόν ότι, παρόλο που οι δύο επικράτειες που συναποτελούν τη 
χιμαιρική πρωτεΐνη μπορούν να εντοπίζονται και στο εσωτερικό του πυρήνα, ο 
συνδυασμός τους δίνει το αντίθετο αποτέλεσμα. Για την ερμηνεία του φαινομένου 
μπορούν να γίνουν οι εξής υποθέσεις: (ϊ) Οι δύο πολυπεπτιδικές αλυσίδες από μόνες 
τους δεν διαθέτουν ένα λειτουργικό σήμα εξόδου από τον πυρήνα, το οποίο και 
αποκτούν μόνο μετά το συνδυασμό τους. Αυτό μπορεί να σημαίνει ότι υπάρχουν 
ασθενή NES και στις δύο επικράτειες, τα οποία δεν είναι αρκετά για να εμποδίσουν 
καθεμία από τις δύο ανεξάρτητες επικράτειες να εντοπίζονται στο εσωτερικό του 
πυρήνα. Αντίθετα, σύντηξη των δύο πρωτεϊνών δημιουργεί αθροιστικά ή 
συνεργατικά ένα ισχυρό NES, ενισχύοντας την έξοδο τους και αποκλείοντας την 
εντόπιση της χιμαιρικής πρωτεΐνης στον πυρήνα. Ο βιολογικός ρόλος της παρουσίας
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αυτών των σημάτων στις αγρίου τύπου πρωτεΐνες θα μπορούσε να είναι η ενίσχυση 
του σήματος εξόδου από τον πυρήνα που πιθανότατα υπάρχει στην Ν-τελική 
επικράτεια της Arclp, και η πιο αποτελεσματική ρύθμιση της υποκυτταρικής 
κατανομής του διμερούς συμπλόκου Arclp/MetRS του ζυμομύκητα, (ϋ) Η έξοδος της 
χιμαιρικής πρωτεΐνης από τον πυρήνα οφείλεται στην αλληλεπίδρασής της με κάποιο 
άλλο παράγοντα και στην επακόλουθη χρήση ενός NES κάποιου άλλου μορίου. Ο 
παράγοντας αυτός θα μπορούσε να είναι το ομότυπο tRNA της συνθετάσης MetRS, 
με την αλληλεπίδραση μαζί του να δίνει το έναυσμα για την έξοδο τους από τον 
πυρήνα, διαμέσου ενός μονοπατιού ανεξάρτητου της εξπορτίνης Loslp. Παρόμοια 
στρατηγική ακολουθείται για τον αποκλεισμό του παράγοντα επιμήκυνσης eEFlA 
από τον πυρήνα με χρήση της εξπορτίνης 5. Ο παράγοντας επιμήκυνσης eEFlA δεν 
αλληλεπιδρά φυσικά με την εξπορτίνη 5 και το μόριο tRNA χρησιμοποιείται ως 
γέφυρα που ενώνει τα δύο μόρια (Bohnsack et al., 2002; Calado et al., 2002). (iii) H 
MK-TRBD δεν εισέρχεται ποτέ στον πυρήνα. Αυτό θα μπορούσε να συμβαίνει εάν η 
σύντηξη των δύο επικρατειών συγκαλύπτει τα ενδεχόμενα NLS των αλληλουχιών 
τους. Επίσης, κατακράτηση της χιμαιρικής πρωτεΐνης εξαιτίας αλληλεπίδρασης με 
κάποιο άγνωστο προς το παρόν παράγοντα δεν μπορεί να αποκλειστεί.
Εικόνα 67: Μοντέλο δράσης της χιμαιρικής πρωτεΐνης MK-TRBD στον S. cerevisiae.
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Συνοψίζοντας τα αποτελέσματα της μελέτης της χιμαιρικής πρωτεΐνης ΜΚ- 
TRBD μπορεί να προταθεί το μοντέλο της Εικ. 67. Σύμφωνα με αυτό, η χιμαιρική 
πρωτεΐνη βρίσκεται κατά κύριο λόγο στο κυτταρόπλασμα όπου και επιτελεί το ρόλο 
της στην αμινοακυλίωση του ομότυπου tRNA (Εικ. 67Α). Επιπλέον, είναι σε θέση να 
εισέρχεται στον πυρήνα, και εκεί πλέον συμμετέχει στην αμινοακυλίωση των 
ομότυπων tRNA (Εικ. 67Β). Αξίζει να σημειωθεί ότι η παρουσία της χιμαιρικής 
πρωτεΐνης στον πυρήνα είναι σημαντική για την αμινοκυλίωση των νεοσυντιθέμενων 
tRNA. Μάλιστα, επειδή η συγκέντρωση του ομότυπου tRNA στον πυρήνα είναι 
μικρότερη της αντίστοιχης του κυτταροπλάσματος, η χιμαιρική πρωτεΐνη θα 
πλεονεκτεί σε σύγκριση με την αγρίου τύπου MetRS εξαιτίας της παρουσίας της 
TRBD. Με τον τρόπο αυτό είναι σε θέση να βοηθήσει την έξοδο των 
νεοσυντιθέμενων μορίων tRNA, διότι η αμινοακυλίωση διευκολύνει την έξοδο των 
tRNA (Sarkar et al., 1999; Grosshans et al., 2000). Τέλος, η MK-TRBD σε σύνδεση 
πλέον με το ομότυπο tRNA (Εικ. 67Γ) εξέρχεται στο κυτταρόπλασμα (Εικ. 67Δ) και 
με τον τρόπο αυτό συμμετέχει και στη διαδικασία εξόδου του tRNA από τον πυρήνα.
Τέλος, η μελέτη του εντοπισμού των μεταλλαγμάτων της GluRS δεν οδήγησε 
σε ξεκάθαρα συμπεράσματα σχετικά με το ρόλο της δημιουργίας συμπλόκου με την 
Arclp στη ρύθμιση της υποκυτταρικής κατανομής της GluRS. Πιο συγκεκριμένα, 
τόσο η αγρίου τύπου συνθετάση όσο και τα μεταλλάγματα της που αναστέλλουν τη 
δημιουργία συμπλόκου με την Arclp εντοπίζονται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα. 
Η αποκλεισμός της μη συμπλοκοποιημένης GluRS από τον πυρήνα έρχεται σε 
αντίθεση με παλαιότερα πειράματα που προαναφέρθηκαν, όταν και είχε βρεθεί ότι 
κάτω από αυτές τις συνθήκες είναι δυνατή η ανίχνευση της και στον πυρήνα, χωρίς 
ωστόσο το πυρηνικό σήμα να είναι εξίσου ισχυρό με το κυτταροπλασματικό (Galani 
et al., 2001). Με βάση τα παραπάνω, η υποκυτταρική κατανομή της Arclp και της 
GluRS φαίνεται να είναι ανεξάρτητη από τη δημιουργία του συμπλόκου, ή 
τουλάχιστο δεν ρυθμίζεται με τόσο απλό τρόπο ώστε να είναι διακριτή κάτω από τις 
πειραματικές συνθήκες που έχουν χρησιμοποιηθεί έως τώρα. Δηλαδή, η παρουσία 
συνδυασμού ενός η περισσοτέρων NLS και NES στη μία ή και στις δύο πρωτεΐνες θα 
μπορούσε να επιτρέπει τη ρύθμιση της υποκυτταρικής τους κατανομής τόσο στα 
πλαίσια του συμπλόκου όσο και εκτός, δυσχεραίνοντας ωστόσο τη μελέτη του 
κυκλώματος ρύθμισης. Σε συμφωνία με τα παραπάνω, έχουν εντοπιστεί στην
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πολυπεπτιδική αλυσίδα της Arclp με μεθόδους βιοπληροφορικής τρία πιθανά NLS 
(Schimmel and Wang 1999).
Επιπλέον, διερευνήθηκε η επίδραση της TRBD στη ρύθμιση της 
υποκυτταρικής κατανομής της ΕΚ, με μελέτη της χιμαιρικής πρωτεΐνης EK-TRBD. 
Έχει βρεθεί σε παλαιότερη μελέτη ότι, μια μεταλλαγμένη μορφή της GluRS, από την 
οποία έχει απαλειφθεί τμήμα της αμινοτελικής της επικράτειας (αμινοξικά κατάλοιπα 
9-131), εμποδίζοντας την αλληλεπίδρασή της με την Arclp, μπορεί να εντοπίζεται 
και στο εσωτερικό του πυρήνα, υποδεικνύοντας ότι στην αλληλουχία της υπάρχει ένα 
πιθανό NLS (Galani et al., 2001). Αντίθετα, κατά την παρούσα μελέτη βρέθηκε ότι 
τόσο η αγρίου τύπου GluRS όσο και τα μεταλλάγματα της, ανεξάρτητα από το αν 
αλληλεπιδρούν με την Arclp, εντοπίζονται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα. Αυτή 
η πληροφορία και σε συνδυασμό με το παραπάνω υποδεικνύουν ότι κάπου στην 
αλληλουχία 1-131 της GluRS υπάρχει ενδεχομένως και κάποιο NES. Επίσης, από τις 
δύο επικράτειες της χιμαιρικής πρωτεΐνης ΕΚ-TRBD έχει βρεθεί ότι η ΕΚ εντοπίζεται 
αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα (Galani et al., 2001), και με βάση τα παραπάνω 
πιθανότατα δεν διαθέτει ούτε NES ούτε NLS. Τέλος, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η 
επικράτεια TRBD της Arclp εντοπίζεται και στο εσωτερικό του πυρήνα, και 
πιθανότατα διαθέτει στην αλληλουχία της ένα NLS (Galani et al., 2001).
Η παρούσα μελέτη έδειξε ότι η σύντηξη της TRBD στην ΕΚ δεν μεταβάλλει 
την υποκυτταρική κατανομή της ΕΚ, και η χιμαιρική πρωτεΐνη συνεχίζει να 
εντοπίζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα. Για την ερμηνεία του αποτελέσματος 
αυτού μπορεί να προταθούν τα εξής: (i) Η χιμαιρική πρωτεΐνη δεν εισέρχεται στον 
πυρήνα διότι η σύντηξη των δύο επικρατειών συγκαλύπτει ή καταστρέφει το 
ενδεχόμενο NLS της TRBD. (ϋ) Η χιμαιρική πρωτεΐνη εισέρχεται στον πυρήνα και 
στη συνέχεια εξέρχεται διαμέσου πρόσδεσης ενός άλλου μορίου, όπως για 
παράδειγμα το tRNA, κατ’ αναλογία με ότι προτάθηκε και για την περίπτωση της 
MK-TRBD. (iii) Η ΕΚ-TRBD εισέρχεται στον πυρήνα και στη συνέχεια εξέρχεται 
διότι ενώ οι δύο πρωτεΐνες διαθέτουν ασθενή NES, η συνένωση τους επιτρέπει την 
αθροιστική ή συνεργατική τους δράση, όπως επίσης προτάθηκε για την MK-TRBD.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Στην παρούσα διδακτορική διατριβή μελετήθηκαν οι μοριακοί μηχανισμοί που 
εμπλέκονται στη δημιουργία του τριμερούς συμπλόκου αμινοακυλίωσης του tRNA 
του S. cerevisiae, που αποτελείται από τις πρωτεΐνες Arclp, MetRS και GluRS, 
καθώς και ο ρόλος των μη καταλυτικών επικρατειών των δύο ενζύμων. Αρχικά 
χαρακτηρίστηκαν ποσοτικά οι αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στις πρωτεΐνες του 
συμπλόκου χρησιμοποιώντας κυρίως τη μέθοδο συντονισμού πλασμονίων επιφάνειας 
στο σύστημα Biacore. Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι η Arclp έχει μεγαλύτερη συγγένεια 
για την GluRS σε σύγκριση με τη MetRS, απέδειξε ότι οι καταλυτικές επικράτειες 
των συνθετασών δεν συμμετέχουν στη δημιουργία του συμπλόκου, και πρότεινε την 
ανεξάρτητη πρόσδεση των δύο συνθετασών στην Arclp. Στη συνέχεια 
πραγματοποιήθηκε ανάλυση της συνεισφοράς συγκεκριμένων αμινοξέων στο 
σχηματισμό του συμπλόκου με κατασκευή σημειακών μεταλλαγμάτων και των τριών 
πρωτεϊνών του συμπλόκου και τον έλεγχο της ικανότητας τους να σχηματίζουν 
σύμπλοκο in vivo και in vitro. Τα αποτελέσματα ταυτοποίησαν κατάλοιπα αμινοξέων 
που είναι σημαντικά για την κάθε αλληλεπίδραση, ποσοτικοποίησαν τη συμμετοχή 
τους και υπέδειξαν ότι ο σχηματισμός του συμπλόκου μεσολαβείται κατά κύριο λόγο 
από δυνάμεις Van der Waals. Επιπλέον, η υποκυτταρική κατανομή των σημειακών 
μεταλλαγμάτων απέδειξε ότι η υποκυτταρική κατανομή της MetRS εξαρτάται από τη 
δημιουργία συμπλόκου με την Arclp. Τέλος, για την κατανόηση του ρόλου των Ν- 
τελικών προεκτάσεων των δύο συνθετασών και της λειτουργίας της TRBD της 
Arclp, κατασκευάστηκαν χιμαιρικές πρωτεΐνες στις οποίες οι καταλυτικές 
επικράτειες της MetRS (ΜΚ) ή της GluRS (ΕΚ) συνδέθηκαν απευθείας στην TRBD 
της Arclp. Η μελέτη αυτή έδειξε ότι η ΜΚ-TRBD μπορεί να υποκαταστήσει 
λειτουργικά το σύμπλοκο Arclp/MetRS τόσο σε σχέση με την καταλυτική του 
απόδοση όσο και με την υποκυτταρική του κατανομή και πρότεινε ότι ο μοναδικός 
ρόλος της Ν-τελικής επικράτειας της MetRS είναι η δημιουργία συμπλόκου με την 
Arclp. Αντίθετα, η σύντηξη της TRBD στην ΕΚ δεν επηρέασε σημαντικά την 
λειτουργία της καταλυτικής επικράτειας του ενζύμου, ούτε άλλαξε την υποκυτταρική 
του κατανομή.
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SUMMARY
The present study deals with the investigation of the molecular mechanisms involved 
in the assembly of the ternary S. cerevisiae aminoacyl-tRNA synthetase complex 
comprising Arclp, MetRS and GluRS, and the delineation of the role of non-catalytic 
domains of the two enzymes. First we characterized quantitatively the interactions 
between the proteins of the complex using mainly Surface Plasmon Resonance in the 
Biacore system. This analysis showed that Arclp has stronger affinity for GluRS than 
for MetRS, proved that the catalytic domains of the synthetases are not involved in 
complex assembly and suggested independent binding of the two synthetases to 
Arclp. We then analyzed the contribution of individual aminoacids to the formation 
of the complex by constructing point mutants of all three proteins and testing their 
ability to form a complex in vivo and in vitro. The results identified aminoacid 
residues important for each interaction, quantified their participation and suggested 
that complex formation is mainly mediated by Van der Waals forces. Localization of 
point mutants proved that the subcellular distribution of MetRS depends on complex 
formation. Finally, in order to understand the biological role of the eukaryote specific 
non catalytic N-terminal appendices of the two synthetases and the function of the 
TRBD of Arclp, we constructed chimaeric proteins in which the catalytic domains of 
MetRS (MK) or GluRS (EK) were directly fused to the TRBD of Arclp. This study 
showed that the fusion protein MK-TRBD can functionally substitute the 
Arclp/MetRS complex both in tenns of catalytic efficiency and subcellular 
localization and suggested that the sole function of the N-terminal domain of MetRS 
is complex formation with Arclp. In contrast, the fusion of TRBD to EK did not 
significantly alter the function of the catalytic domain of the enzyme nor its 
subcellular distribution.
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ
ATP
BSA
CIP
cDNA
CPM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
GFP
GST
HBS
HEPES
HRP
IPTG
LB
MCS
PBS
PMSF
RT
RNA
SDS
SV40
TAE
TEMED
Tris
Αδενοσινοτριφωσφορικό οξύ 
Αλβουμίνη ορού βοδιού 
Αλκαλική φωσφατάση εντέρου μοσχαριού 
Συμπληρωματικό DNA 
Κρούσεις ανά λεπτό 
διμεθυλσουλφοξίδιο 
Δεοξυριβονουκλεϊνικό οξύ 
Διθειοθρεϊτόλη
Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 
Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 
Τρανσφεράση της γλουταθειόνης 
Διάλυμα φυσιολογικής συγκέντρωσης HEPES 
Ν-2-υδροξυαιθυλ-πιπεραζιν-Ν '-2-αιθανοσουλφονικό οξύ 
Υπεροξειδάση του αγριοραδικιού 
Ισοπροπυλ-Ι-θειο-β-ϋ-γαλακτοπυρανοζίδιο 
Luria Broth
Περιοχή πολλαπλών θέσεων κλωνοποίησης 
Διάλυμα φυσιολογικής συγκέντρωσης φωσφορικών ιόντων 
φαινυλομεθυλο φθοριούχος εστέρας του σουλφονικού οξέος 
Room Temperature (Θερμοκρασία δωματίου, 24°C) 
Ριβονουκλεϊνικό οξύ 
Δωδεκακυλοθεΐίκό νάτριο 
Simian Virus 40 
Tris-οξικό οξύ-EDTA 
Ν,Ν,Ν,Ν-τετραμεθυλο-αιθυλενο-διαμίνη 
Τρις-υδροξυμεθυλ-αμινομεθάνιο
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